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Préambule 

 

Durant ma thèse, mes travaux de recherche ont porté sur deux sujets distincts : les troubles 

métaboliques dans la maladie d'Alzheimer d'une part et la modulation de l'excitabilité 

neuronale par la noradrénaline d’autre part. Ces travaux seront présentés dans des parties 

différentes. 

Dans ces deux projets, je me suis intéressée aux cellules pyramidales néocorticales 

supragranulaires dans le modèle de la tranche ex vivo. Un chapitre préliminaire introduira le 

néocortex et son organisation structurelle. 
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PMAT : Plasma membrane MonoAmine 

Transporters 

PMCA : Plasma Membrane Calcium ATPase 

(Pompe calcique ATP-dépendante de la membrane 

plasmique) 

PPP : Pentose Phosphate Pathway (voie des pentoses 

phosphates) 

PV : ParaValbumine 

R5P : Ribulose-5-Phosphate 

RA : Récepteurs Adrénergiques 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

ROS : Reactive Oxygen Species (espèces réactives de 

l'oxygène) 

RS : Regular Spiking (Décharge habituelle) 

RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain 

Reaction (Transcription inverse - Réaction de 

polymérisation en chaîne) 

sAHP : slowAfterHyperPolarization 

sADP : slowAfterDePolarization  

scRT-PCR : single cell Reverse Transcriptase-

Polymerase Chain Reaction 

sRMN : spectroscopie par Résonnance Magnétique 

Nucléaire 

sAHP : slow After Hyper-Polarisation 

SEM : Standard Error of the Mean 

SERCA : Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium 

ATPase (Pompe calcique ATP-dépendante du 

réticulum endoplasmique) 

SOM : SOMatostatine 

SUV : Standardized Uptake Value 

TEP : Tomographie par Emission de Positons 

TH : Tyrosine Hydroxylase 

VMA : VanillylMandelic Acid 

VMAT : Vesicular MonoAmine Transporter 

(Transporteur vésiculaire de monoamines) 

VIP : Vasoactive Intestinal Peptide (Peptide 

intestinal vasoactif) 
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Résumé 

 

Mes travaux de thèse se sont portés sur les cellules pyramidales du cortex somatosensoriel de 

rongeur, en condition normale et pathologique.  

 

 L'altération précoce du métabolisme du glucose est une caractéristique fonctionnelle 

invariante de la MA qui pourrait être à l'origine des dysfonctionnements synaptiques et de la 

neurodégénérescence tardive associés à la maladie. 

Afin de mieux comprendre la pathogenèse de la MA, j'ai cherché à clarifier les mécanismes 

responsables de l'hypométabolisme précoce du glucose observé dans la maladie.  

Mes travaux ont permis de mettre à jour des altérations dans les flux métaboliques du glucose 

chez un modèle murin de la MA à un stade asymptomatique juvénile. Mes données d'imagerie 

cellulaire ont mis en évidence une augmentation du flux glycolytique associée à une 

diminution de l'activité de la voie des PPP
1
 dans les cellules pyramidales des souris 3xTg-AD 

sans altération du transport du glucose.  

 

 Le système noradrénergique exerce une profonde influence sur les processus cognitifs. 

Une partie de ma thèse a été consacrée à éclaircir les effets de la NA sur la modulation de 

l'excitabilité des cellules pyramidales dans le cortex somatosensoriel de souris. 

Mes résultats montrent que les agonistes α1 et β adrénergiques inhibent les courants 

responsables de la sAHP
2
 et suggèrent un effet coopératif des récepteurs α1 et β 

noradrénergiques. L'implication des RA-α1 dans la genèse d'une dépolarisation lente (sADP
3
) 

reste à déterminer. Ces deux phénomènes convergeraient vers une dépolarisation accrue de la 

membrane du neurone, facilitant une nouvelle décharge de potentiel d'action. 

 

 

 

                                                 

PPP : Pentoses Phosphate Pathway 

sAHP : slow After Hyperpolarisation 

sADP : slow After DePolarisation 
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Partie 1 : 
 

 

 

 

Le Néocortex comme structure d'intérêt  
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Structure du système nerveux central acquise le plus récemment au cours de l'évolution, le 

néocortex est impliqué dans de nombreuses fonctions cérébrales. Il joue notamment un rôle 

dans la perception du monde extérieur, le contrôle des mouvements volontaires ou encore 

dans des processus cognitifs complexes tels que le langage, l'imagination ou la conscience.  

 

I. Anatomie externe du néocortex  

 

Originaire du télencéphale, il apparaît avec les mammifères et forme la partie la plus 

superficielle du cerveau. D'aspect lisse chez les mammifères dits "primitifs" (lissencéphales), 

le néocortex des mammifères dits "supérieurs" (gyrencéphales) comporte de nombreux sillons 

et circonvolutions (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1 : Lobes composants le néocortex humain 

 

La fissure sylvienne (ou sillon latéral) sépare le lobe frontal du lobe temporal. Le sillon central 

sépare le lobe frontal du lobe pariétal. Le lobe occipital est la partie la plus postérieure du néocortex. 
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A. Aires corticales et fonctions cognitives associées 

 Le néocortex est la partie la plus superficielle de l'encéphale. Il est constitué de deux 

hémisphères cérébraux et est délimité par des sillons et des fissures. Ces caractéristiques 

anatomiques permettent de cartographier quatre lobes distincts (Figure 1) : le lobe frontal, qui 

comprend l’aire motrice principale responsable de la genèse des mouvements volontaires ; le 

lobe pariétal (séparé du lobe frontal par le sillon central), impliqué dans la somesthésie ; le 

lobe occipital comprenant les aires visuelles et enfin, replié vers l'avant, le lobe temporal, 

impliqué dans l’audition et la mémoire (Connors et al., 1997). 

Certaines de ces aires corticales ont leur équivalent chez les mammifères plus « primitifs ». 

Chez la souris par exemple, l’aire sensorimotrice est l’équivalent humain des aires 

somesthésiques et motrices. C'est au niveau de cette aire que les différents travaux réalisés 

pendant ma thèse ont été conduits. 

 

B. Processus cognitifs régionalisés 

 Au cours du XIX
ème

 siècle, le neurologue français Paul Broca a pu associer certaines 

fonctions cérébrales à une portion localisée du néocortex. La description post mortem du 

cerveau d’un de ses patients lui a permis de faire le lien entre une lésion du lobe frontal 

gauche et l’incapacité de son patient à parler. En multipliant ses observations sur d’autres cas, 

Paul Broca fit le lien entre le lobe frontal gauche et le langage. En 1873, Wernicke, un 

confrère allemand, étudiait un patient ayant subi une attaque cérébrale. Bien que l'homme fût 

capable de parler et d'entendre, il pouvait à peine comprendre ce que les gens lui disaient à 

l'oral ou par écrit. Après sa mort, le neurologue découvrit une lésion au niveau de la région 

temporo-pariétale postérieure gauche. Il conclut que cette région, qui était proche de l'aire 

auditive, était impliquée dans la compréhension du langage.  

Ces travaux révélèrent que commande motrice du langage et compréhension des mots 

faisaient intervenir deux régions cérébrales bien distinctes, annonçant l'existence d'une 

régionalisation des processus cognitifs complexes. 

 



26 

 

 

 

              Cartographie originale colorisée    Schémas des attributions fonctionnelles 

 

Figure 2 : Les aires corticales définies par Korbinian Brodmann 

 

Subdivision du néocortex humain en 52 aires selon leurs propriétés cytoarchitecturales et 

fonctionnelles. Haut : vue latérale. Bas : vue parasagittale. 

 

 

En 1909, le neuroanatomiste allemand Korbinian Brodmann divise le cortex en 52 aires en se 

basant sur la taille des neurones, leur densité, le nombre de couches présentes dans chaque 

région et l’abondance des axones myélinisés. Il élargit alors l’hypothèse de Paul Broca en 

postulant qu’à chaque aire corticale correspond une fonction spécifique. Ces fonctions sont 

regroupées en trois groupes : motrices, sensorielles et associatives (Figure 2). 

A la fin du XX
ème

 siècle, la mise au point des techniques d’imagerie cérébrale non invasives 

comme l’IRMf
4
 ou encore la TEP

5
 a permis de valider cette théorie. 

                                                 
4
 IRMf : Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle 

5
 TEP : Tomographie par Emission de Positons 
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II. Structure interne du néocortex 

 

Le néocortex est divisé en deux parties superposées. A la surface du cerveau se trouve la 

substance grise, caractérisée par la présence d’un grand nombre de corps cellulaires. En 

profondeur se trouve la substance blanche. Délimitée par les ventricules et le striatum, elle est 

essentiellement composée de fibres nerveuses myélinisées.  

La suite de ce manuscrit portera uniquement sur la substance grise du néocortex. 

 

A. Organisation en couches horizontales 

 

 Le néocortex est organisé en six couches.  Au milieu du XIX
ème

 siècle, l’allemand 

Theodor Meynert réalise le premier dessin de la structure laminaire d'un cortex (pour revue, 

voir Jones, 1984). L’avancée des techniques de coloration, notamment l’imprégnation au 

nitrate d’argent de Golgi, la coloration de Nissl et la coloration des fibres myélinisées ont 

permis de décrire plus précisément sa cytoarchitecture (Figure 3). 

 Du point de vue histologique, la substance grise est composée de six couches 

distinctes parallèles à la surface du néocortex. L’épaisseur de chaque couche peut varier en 

fonction des aires corticales. Au niveau du cortex moteur, par exemple, la couche IV va 

jusqu’à disparaître au profit d’une couche V très développée. 

La couche I, la plus superficielle, se situe juste sous la pie-mère. Aussi appelée couche 

moléculaire ou couche plexiforme, elle est en grande partie composée de fibres nerveuses. On 

y trouve toutefois quelques corps cellulaires de neurones. Les couches II-III, appelées 

respectivement couche granulaire externe et couche pyramidale externe, contiennent de 

nombreux corps cellulaires de neurones. La couche granulaire interne, ou couche IV, est 

densément peuplée de cellules à l’aspect étoilé et épineux (cellules en grain) mais pauvre en 

cellules pyramidales. La couche V, nommée couche ganglionnaire ou pyramidale interne, 

regroupe les grandes cellules pyramidales du néocortex. Enfin, la couche VI autrement 

appelée couche polymorphe, tire son nom de ses cellules aux formes irrégulières (Figure 3). 
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Figure 3 : Le néocortex est organisé en six couches 

  

Illustration représentant des sections de coupes perpendiculaires à la surface corticale, 

observées après traitement par différentes techniques de coloration. La coloration de Golgi 

marque à la fois les cellules et leurs prolongements. La coloration de Nissl marque 

uniquement les corps cellulaires. La coloration de la myéline met en évidence les axones 

myélinisés. 

 

 D’un point de vue fonctionnel, le néocortex est regroupé en trois couches distinctes. 

La couche supragranulaire, formée des couches I à III, envoie des projections vers d’autres 

aires corticales. La couche granulaire (couche IV) reçoit la grande majorité des afférences 

sensorielles du thalamus. Les couches V-VI forment la couche infragranulaire et se projettent 

vers les zones extra-corticales (Lee and Winer, 2008a, 2008b ; Linden and Schreiner, 2003). 
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B. Organisation en colonnes fonctionnelles verticales 

 

 En 1957, Vernon B. Mountcastle réalise des enregistrements in vivo dans le néocortex 

de chats. Il montre que les neurones répondant à une stimulation localisée de récepteurs 

sensoriels périphériques sont regroupés en colonnes fonctionnelles (Mountcastle, 1957). 

 

 

 

Figure 4 : Organisation des colonnes corticales chez le rongeur 

 

 (A) : coloration de Nissl révélant une forte densité cellulaire en couche IV et en bordure de 

tonneau. (B) : afférence thalamique se projetant en couches IV et Vb. (C) : confinement des 

dendrites à l’intérieur du tonneau. (D) : projections des neurones infragranulaires et 

supragranulaires localisés en bordure de tonneau. [Source : Adapté de Waite & Tracey, 1995]                                               

  

Ces colonnes (ou tonneaux) ont un diamètre compris entre 300 et 600 µm et s’étendent 

perpendiculairement à la surface piale de la couche II jusqu’à la couche VI. Elles contiennent 

plusieurs milliers de neurones et sont elles-mêmes constituées d'un assemblage d’unités de 

base appelées mini-colonnes (Mountcastle, 1997). Les colonnes corticales sont des unités 
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complexes de traitement et de distribution de l'information qui lient ensemble un grand 

nombre d'entrées et de sorties synaptiques via un processus complexe d'intégration interne. 

La forme et la taille des colonnes varient suivant les espèces ; chez le rongeur par exemple, 

elles sont particulièrement développées au niveau du cortex somatosensoriel (Figure 4). 

Chaque colonne est composée d'un grand nombre de cellules en étroite relation. 

 

 

III. Diversité cellulaire du néocortex 

 

Les fonctions cognitives du néocortex sont permises par une collaboration entre les cellules 

gliales, les cellules nerveuses et le système vasculaire (dont il ne sera pas question ici). 

 

A. Les cellules gliales 

 

 Ces cellules sont les représentantes majoritaires du système nerveux. Suivant les aires 

cérébrales, on estime qu'il y a jusqu'à dix fois plus de glies que de neurones (Lent et al., 

2012).  

Au début du XX
ème

 siècle, trois groupes de cellules gliales sont identifiés dans le système 

nerveux central (Figure 5). Ces types cellulaires diffèrent par leur origine développementale. 

Les astrocytes et les oligodendrocytes proviendraient du neuroectoderme, (comme les 

neurones), tandis que la microglie serait d’origine vitelline (Ginhoux et al., 2010 ; Schulz et 

al., 2012). 
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Figure 5 : Les grands types de cellules gliales du SNC 

 
(A et B) : les astrocytes présentent de nombreux prolongements par rapport aux 

oligodendrocytes. (C) : les cellules microgliales sont petites et ramifiées. [Source : D’après 

Neuroscience, Purves D., 2004] 

 

Etymologiquement le terme glie (glia) signifie « colle » en grec, car on a initialement attribué 

à ces cellules un rôle de soutien (Virchow, 1846). On sait aujourd'hui que les glies assurent 

d'autres fonctions essentielles comme l’installation et le maintien de la barrière hémato-

encéphalique, la myélinisation, le maintien de l’homéostasie du milieu extracellulaire, le 

couplage neurovasculaire ou encore le métabolisme (ce dernier point sera développé dans le 

chapitre 2 de ce manuscrit). 

 

1. La microglie 

 Les cellules microgliales sont mobiles et très polymorphes ; leurs nombreux 

prolongements cytoplasmiques s’alignent le long des faisceaux nerveux.  

Il existe plusieurs types de microglie ; leur phénotype dépend de leur micro-environnement et 

de leur stade de développement. La microglie amiboïde (forme « activée ») se distingue de la 

microglie ramifiée (« au repos ») par sa capacité de phagocytose et de migration. En effet, elle 

peut également exprimer certains facteurs trophiques ou des marqueurs spécifiques des 

macrophages (Figure 6). Cette microglie est essentiellement présente au cours du 

développement mais peut réapparaître dans le parenchyme adulte lors de lésions, d’infections 
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ou de pathologie, comme la maladie d'Alzheimer. La microglie ramifiée est le stade mature de 

la microglie au repos. 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de l’activation microgliale 

 

La microglie « au repos » se caractérise par des prolongements épineux. La forme activée se 

distingue par des prolongements plus épais et un soma plus grand. L’étape finale de cette 

activation mène à une microglie de forme amiboïde. [Source : Adapté de Fumagalli et al., 

2015] 

  

Dans le système nerveux central adulte, les cellules microgliales permettent d’éliminer les 

débris et les substances étrangères pouvant pénétrer dans le cerveau par le liquide 

céphalorachidien ou la circulation sanguine. En réponse à une agression, l’activation de la 

microglie constitue la première réponse cellulaire. 

 

2. Les oligodendrocytes 

 

 Les oligodendrocytes sont des cellules peu ramifiées qui se différencient après la mise 

en place des faisceaux axonaux et la fin de la technique d’imagerie cérébrale (Figure 7). Leur 

fonction principale est de synthétiser une gaine de myéline autour de l’axone de nombreux 

neurones du système nerveux central. Celle-ci isole électriquement les axones et permet une 

conduction très rapide de l’influx nerveux mais joue également un rôle de soutien 
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métabolique pour les axones (Lee et al., 2012). Les cellules de Schwann jouent ce rôle dans le 

système nerveux périphérique. 

 

   

 

 

Figure 7 : Schéma d'un oligodendrocyte 

formant une gaine de myéline autour 

d'un axone 

 

Les prolongements des oligodendrocytes 

(en vert) s'enroulent et se resserrent autour 

des axones des neurones (en bleu) pour les 

isoler électriquement. [Source : Adapté de 

Sherman and Brophy, 2005] 

  

3. Les astrocytes 

 Les astrocytes (astro, étoile et cyte, cellule) sont des cellules de forme généralement 

étoilée (Figure 5) et dont la morphologie est très hétérogène (Figure 8).  

Il existe des astrocytes avec de très longs prolongements dans la substance blanche du 

néocortex (certains atteignent la couche III). Ils sont également présents dans la couche I et 

forment une structure sur laquelle les artères piales reposent : la glia limitans. Les astrocytes 

aux prolongements courts sont présents en abondance dans la substance grise.  

Les astrocytes peuvent avoir de multiples contacts entre les différents types cellulaires ainsi 

que sur les vaisseaux sanguins (Kacem et al., 1998 ; Mathiisen et al., 2010) en y projetant 

leurs pieds astrocytaires. Ce sont des constituants de la barrière hémato-encéphalique 

(Zlokovic, 2008). Ils jouent un rôle dans la régulation du métabolisme neuronal et dans 

l’apport énergétique (McEwen and Reagan, 2004 ; Pellerin, 2005 ; Pellerin and Magistretti, 

1994 ; Rouach et al., 2008) (Ce rôle sera abordé dans le chapitre 2 de ce manuscrit).  
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Figure 8 : Les différents types d’astrocytes du cortex par Ramón y Cajal 

 

Les astrocytes A, B, C et D sont présents dans la couche moléculaire. Les astrocytes E, F, G 

et H font partie des couches II-III. Les astrocytes I et J envoient leurs prolongements au 

niveau du vaisseau (V). [Source : Adapté de Ramón y Cajal, 1899] 

 

 

Les astrocytes qui entourent les zones synaptiques sont impliqués dans la recapture de 

certains neurotransmetteurs comme le glutamate (Voutsinos-Porche et al., 2003) ou dans 

l'homéostasie du potassium (Walz, 2000; Wang et al., 2012). Ils ont aussi la capacité de 

libérer des molécules comme le glutamate, la D-sérine, l’ATP
6
 ou encore le GABA

7
 ; on parle 

alors de gliotransmission (Perea et al., 2009). 

 

 

 

                                                 
6
 ATP : Adénosine TriPhosphate 

7
 GABA : γ-AminoButyric Acid 
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B. Les neurones 

 

 A la fin du XIX
ème

 siècle, les travaux de Camillo Golgi et de Santiago Ramón y Cajal 

ont permis de grandes avancées dans l’étude des populations de neurones du cortex. En 

améliorant la technique histologique d’imprégnation au nitrate d’argent de Golgi, Ramón y 

Cajal a mis à jour l’extraordinaire diversité morphologique des neurones corticaux (Figure 9). 

A la fin du XX
ème

 siècle, de nouvelles techniques d’immunocytochimie, d’hybridation in situ, 

d’électrophysiologie par patch-clamp (Edwards et al., 1989 ; Stuart et al., 1993) ou encore de 

RT-PCR
8
 sur cellule unique (Lambolez et al., 1992) ont été mises au point et les descriptions 

morphologiques des neurones ont été enrichies de connaissances électrophysiologiques et 

moléculaires. 

  

 

 
 

Figure 9 : Dessin de neurones par Ramón y Cajal 

 
Marquage du cortex visuel de chat par méthode de Golgi. (A, B et C) : neurones pyramidaux 

et fusiformes présentant un axone descendant et arqué. (D) : cellule fusiforme à large soma 

avec un axone ascendant. (E) : cellule neurogliaforme. (a) : axone. [Source : Adapté de 

Ramón y Cajal, 1899] 

 

 

                                                 
8
 RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
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Les neurones sont des cellules excitables et polarisées (en ce sens qu'ils présentent une 

organisation et des fonctions différentes à chacune de leurs extrémités). Ils sont également 

dotés d'un métabolisme particulier (Pellerin and Magistretti, 1994 ; Rodriguez-Rodriguez et 

al., 2012) dont il sera question dans le chapitre 2.  

Contrairement aux cellules gliales, les neurones sont des cellules postmitotiques : après la 

naissance, ils ne peuvent plus entrer dans la phase G1 du cycle mitotique et arrêtent de se 

diviser (à l’exception des cellules de la muqueuse olfactive et des grains de l’hippocampe) 

(Cameron and McKay, 1999). 

Classiquement, on distingue deux types de neurones : les excitateurs (cellules pyramidales et 

cellules étoilées) et les inhibiteurs dont la plupart ont des axones courts et sont autrement 

appelés interneurones. 

 

1. Les interneurones  

 

 Les interneurones inhibiteurs sont présents dans toutes les couches du néocortex et 

constituent environ 20% des neurones corticaux (Gabbott and Somogyi, 1986). Ces cellules 

libèrent le GABA comme neurotransmetteur et possèdent une arborisation dendritique 

généralement confinée au niveau d'une couche corticale spécifique (Figure 10) (Houser et al., 

1983) bien que l'on puisse en rencontrer quelques-unes avec des projections longues  

(Tomioka et al., 2005; Tomioka and Rockland, 2007). 

Il existe une très grande diversité morphologique des interneurones (DeFelipe and Fariñas, 

1992). On distingue des interneurones unipolaires, bipolaires ou multipolaires selon le 

nombre de dendrites principales qui émergent de leur corps cellulaire (Porter et al., 1998). 

Contrairement aux cellules excitatrices, ils présentent très peu d’épines au niveau de leurs 

dendrites. La forme du soma est aussi hétérogène et dépend souvent du nombre et de 

l'orientation des dendrites primaires (Figure 10).  
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Figure 10 : Diversité morphologique des interneurones du néocortex 

 
Reconstruction de différentes classes d'interneurones néocorticaux. Les axones sont 

représentés en bleu et les dendrites en rouge. Les couches corticales sont représentées à 

gauche de la figure. L'arborisation axonale : 

BPC : cellule bipolaire ; DBC : cellule à double bouquet ; NBC : cellule à panier nichée ; 

ChC : cellule en chandelier ; LBC : cellule à panier large ; MC : cellule de Martinotti ; 

NGC : cellule neurogliaforme ; SBC : petite cellule à panier [Source : Adapté de Huang 

et al., 2007] 

 

 

A cette diversité morphologique s'ajoute une diversité électrophysiologique et neurochimique 

(Figure 11) (Petilla Interneuron Nomenclature Group et al., 2008). Certaines protéines de 

liaison au calcium comme la PV
9
 ou encore certains neuropeptides comme la SOM

10
, le VIP

11
 

                                                 
9
 PV : ParaValbumine 

10
 SOM : SOMatostatine 
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ou le NPY
12

 sont sélectivement exprimés par les interneurones et peuvent être utilisés comme 

marqueurs moléculaires. 

 

 De nombreux travaux basés à la fois sur les critères anatomiques, biochimiques et 

électrophysiologiques ont permis de regrouper les interneurones en grandes catégories (Cauli 

et al., 2000 ; Gallopin et al., 2005 ; Karagiannis et al., 2009 ; Kawaguchi and Kubota, 1997). 

Les interneurones à SOM et à PV sont les plus abondants (Cauli et al., 1997). Les premiers 

présentent un profil de décharge de type RS (Figure 11, C1) tandis que les seconds possèdent 

un profil de décharge de type FS
13

 caractérisé par une décharge rapide de PA sans adaptation 

de fréquence (Figure 11, B1) (Kawaguchi and Kubota, 1997). Une troisième classe 

particulièrement représentée est constituée des interneurones exprimant le VIP. Ces cellules 

présentent deux profils de décharge de PA distincts : soit des décharges adaptantes (ANP
14

) 

(Figure 11, D1) soit des bouffées de PA émises à intervalles de temps irréguliers (IS
15

) 

(Figure 11, E1) (Cauli et al., 1997 ; Kawaguchi and Kubota, 1997 ; Peters and Harriman, 

1988 ; Porter et al., 1998). La liste n'est pas exhaustive et d'autres types d'interneurones ont 

été mis en évidence. Ceux exprimant la CCK
16

 ou encore le NPY par exemple (Galarreta et 

al., 2004 ; Karagiannis et al., 2009 ; Kawaguchi, 1995 ; Kawaguchi and Kubota, 1997 ; Tamás 

et al., 2003). Cette diversité morphologique, moléculaire et électrophysiologique suggère une 

spécificité fonctionnelle au sein des interneurones. 

 

Cependant, une variabilité importante est observée entre les cellules regroupées dans une 

même classe. Les profils d'expressions des différents marqueurs ne sont pas hermétiquement 

ségrégés, mais se recouvrent partiellement au sein de la population (Nassar et al., 2015). Les 

propriétés individuelles et la connectivité synaptique sont également très variables (Petilla 

Interneuron Nomenclature Group et al., 2008). A défaut de catégories bien distinctes il 

semblerait qu'il existe plutôt un continuum fonctionnel des phénotypes d'interneurones 

(Battaglia et al., 2013) dont les rôles au sein du néocortex ne seront pas présentés ici.

                                                                                                                                                         
11

 VIP : Vasoactive Intestinal Peptide 
12

 NPY : Neuropeptide Y 
13

 FS : Fast Spiking 
14

 ANP : Adapting Nonpyramidal Neuron 
15

 IS : Irregular Spiking 
16

 CCK : CholeCystoKinine 
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Figure 11 : Caractéristiques électrophysiologiques et biochimiques de quatre 

types d'interneurones 

 

Gauche : Propriétés de décharge de quatre neurones GABAergiques en réponse à des 

créneaux de courant hyperpolarisant ou dépolarisant. Noter les fortes fréquences de décharge 

des interneurones, avec (neurone C1 et D1) ou sans adaptation de fréquence (neurones B1), à 

l'exception du neurone E1 qui émet des décharges de PA à intervalles irréguliers. Droite : Gel 

d'agarose présentant l'expression de marqueurs moléculaires dont les GAD 65 et GAD 67, 

enzymes de synthèse du GABA ; la calbindine : CB, la paravalbumine : PV et la calrétinine : 

CR, protéines de liaison au calcium ; le neuropeptide Y : NPY, le peptide intestinal vasoactif : 

VIP, la somatostatine : SS et la cholécystokinine : CCK, neuropeptides cérébraux. [Source : 

Adapté de Cauli et al., 2000] 
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2. Les cellules étoilées 

 

 Les cellules étoilées présentent plusieurs dendrites émergeant du soma qui ne 

permettent pas de déterminer de dendrite apicale. Elles possèdent un axone court et restreint 

au circuit cortical local. On les rencontre essentiellement dans la couche IV des aires 

sensorielles. Du fait de leur localisation, elles reçoivent les afférences directes du thalamus. 

Au niveau électrophysiologique, ces cellules sont caractérisées par un profil de décharge 

similaire aux neurones pyramidaux (Connors and Gutnick, 1990 ; McCormick et al., 1985). 

 

3. Les cellules pyramidales 

 

Les cellules pyramidales représentent entre 70% et 85% des neurones du néocortex (Sloper et 

al., 1979). Ces cellules sont dites excitatrices et utilisent le glutamate comme 

neurotransmetteur (Baughman and Gilbert, 1981). 

 

a. Caractérisation morphologique 

 

 Les cellules pyramidales tirent leur nom de leur soma de forme conique (Figure 12). 

Une dendrite apicale émerge radialement du corps cellulaire pour s'étendre jusqu'à la couche 

moléculaire, s’y ramifier et former le bouquet terminal. Des dendrites basilaires émergent 

latéralement du soma et se ramifient plus localement (DeFelipe and Fariñas, 1992). 

L'arborisation dendritique est plus ou moins développée selon les couches corticales. Les 

dendrites sont couvertes d’épines (Figure 13) qui reçoivent le contact synaptique des axones 

des neurones présynaptiques. 

L’axone des cellules pyramidales émerge à la base du corps cellulaire ou à la base d’une 

dendrite basilaire. Il plonge ensuite dans le cortex puis pénètre dans la substance blanche 

avant de rejoindre d’autres aires corticales ou sous-corticales. Pendant son trajet descendant, 

l'axone donne naissance à des collatérales qui peuvent être distribuées proche du corps 

cellulaire ou former des prolongements radiaux (en-dessous ou au-dessus de la couche à 
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laquelle appartient le soma dont il est issu) ou horizontaux (à distance du soma). Ainsi, les 

cellules pyramidales sont les neurones efférents du cortex cérébral. 

 

  

 

Figure 12 : Représentation de 

cellules pyramidales du 

néocortex 

 

 
Cellules pyramidales des couches 

II-III (Gauche) et V (Droite). Le 

bouquet terminal de la dendrite 

apicale est délimité par l'encadré 

mauve tandis que les dendrites 

basilaires sont représentées, avec 

le soma, dans l'encadré vert. 

[Source : Adapté de Spruston, 

2008] 

 

 

Une variabilité morphologique au niveau de la taille est observée en fonction des couches 

corticales considérées. Relativement petites dans les couches superficielles, les cellules 

peuvent atteindre des tailles considérables dans les couches profondes (quelques dixièmes de 

millimètres). Ainsi, il existe dans la couche V du cortex moteur, des cellules pyramidales 

géantes, appelées cellules de Betz, qui projettent leur axone jusque dans la moelle épinière. 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 

Figure 13 : Epines dendritiques de cellule pyramidale 

 
Gauche : Images en microscopie confocale d'une portion d'une dendrite apicale (A) et 

basale (B) d'une cellule pyramidale de la couche III du cortex cingulaire obtenues par 

injection intracellulaire et immunocytochimie. De nombreuses épines dendritiques sont 

présentes le long de chaque dendrite. Droite : Représentation schématique d'une cellule 

pyramidale et localisation de la dendrite apicale (a) et basale (b). [Source : Adapté de 

Benavides-Piccione et al., 2013] 

 

 

 

b. Caractérisation électrophysiologique 

 

 Les cellules pyramidales peuvent également être identifiées par leurs propriétés 

électrophysiologiques caractéristiques (Connors and Gutnick, 1990). Ces cellules émettent en 

général des PA
17

 de longue durée (durée mesurée à mi-hauteur, supérieure à la milliseconde, 

(McCormick et al., 1985)).  

                                                 
17

 PA : Potentiel d’Action 
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Figure 14 : Profils de décharge de neurones pyramidaux 

 
Enregistrements intracellulaires effectués sur trois neurones néocorticaux de la couche V lors 

de l’injection d’un courant dépolarisant faible (traces du bas) ou fort (traces du haut). 

(Gauche) : cellule à décharge habituelle (RS). (Milieu et droite) : cellule à décharge en 

bouffées (IB). [Source : Adapté de Williams and Stuart 1999] 

 

 

On distingue deux profils de décharge pour ces neurones (Figure 14) : les décharges 

habituelles (RS
18

) et les décharges en bouffées (IB
19

). Le profil de décharge dite "habituelle" 

est le plus courant. Il est caractérisé par une réduction rapide et marquée de la fréquence 

instantanée des PA (adaptation de fréquence). Les cellules pyramidales à décharge en 

bouffées sont plus rares. Elles se situent généralement dans les couches IV-V du cortex 

cérébral. En outre, ce phénotype électrophysiologique singulier semble être particulièrement 

sensible aux anesthésiques (Christophe, 2005). 

Les travaux que j'ai réalisés au cours de mon doctorat se sont portés sur les cellules 

pyramidales des couches II-III du cortex somatosensoriel de souris. 

 

 

                                                 
18

 RS : Regular Spiking 
19

 IB : Intrinsic Bursting 
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Le néocortex est impliqué dans des processus cognitifs complexes tels que la reconnaissance 

des formes, le langage ou le contrôle volontaire du mouvement. Ses afférences sensorielles et 

ses connexions internes réciproques en font un centre d'intégration et de traitement de 

l'information majeur.  

L'altération d'un ou de plusieurs des types cellulaires corticaux en étroite relation conduit 

généralement à des dysfonctions pathologiques. Dans la maladie d'Alzheimer (la MA) par 

exemple, on observe à la fois une dégénérescence des synapses puis des neurones (Nelson et 

al., 2012) et une réactivité astrocytaire et microgliale (Acosta et al., 2017 ; Bagyinszky et al., 

2017 ; Yin et al., 2017) perturbant fortement l'homéostasie corticale et les fonctions 

cognitives. Durant mon travail de thèse, je me suis intéressée aux origines des 

dysfonctionnements corticaux dans la MA. Ce projet sera présenté dans la première partie de 

mon manuscrit. 

Les fonctions du néocortex sont sous l'influence de systèmes neuromodulateurs extracorticaux 

tels que les systèmes cholinergiques, dopaminergiques et noradrénergiques. Ces derniers sont 

impliqués dans les processus d'éveil, d'attention et d'apprentissage. Au cours de ma thèse, je 

me suis également penchée sur la modulation des activités corticales par la noradrénaline. 

Cette étude sera traitée dans la seconde partie de ce manuscrit. 
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Partie 2 : 

 

 

Etude du métabolisme des neurones 

pyramidaux corticaux dans un modèle 

murin de la pathologie Alzheimer 
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I. Le métabolisme du glucose est essentiel aux fonctions neuronales 

 

A. Le glucose sanguin fournit l'énergie nécessaire au maintien des activités neuronales et 

à l'intégrité du tissu nerveux 

 

Avec le cœur, le foie et les reins, le cerveau est un des organes les plus énergivores du corps 

humain. Comme il possède peu de réserves énergétiques, il dépend d'un apport continu en 

nutriments. Si le flux sanguin cérébral est interrompu, les fonctions cessent en quelques  

secondes et quelques minutes suffisent pour causer des dommages irréversibles aux 

constituants cellulaires (Ames et al., 1995 ; Iadecola, 2014). 

 

1. Le glucose est la principale source d'énergie pour le cerveau 

 

 Bien qu'il ne représente que 2% de la masse corporelle, le cerveau humain consomme 

à lui seul environ 20% du glucose sanguin  (Kety SS, 1957 ; Bruce-Keller et al., 1999). Son 

niveau de métabolisme aérobie est élevé et son quotient respiratoire est proche de 1, ce qui 

indique que l'oxydation du glucose est la voie métabolique majeure pour la production 

d'énergie (Siesjö, 1978 ; Cholet et al., 2001). Toutefois, une récente étude révèle que 

l'utilisation oxydante du glucose varie considérablement d'une aire cérébrale à une autre 

(Vaishnavi et al., 2010). 

La vitesse de prélèvement du glucose et sa conversion en différents métabolites ont pu être 

évaluées grâce à l'utilisation d'un analogue du glucose marqué au carbone 14, le 
14

C-2DG
20

 

(Wree, 1990). Cette technique est basée sur l'observation faite que le 2DG entre dans les 

cellules par les mêmes transporteurs que le glucose (voir partie I.A.3.b.) où il est 

phosphorylé en 2DG6P
21

. Cependant, contrairement au glucose, l'absence de groupement 

hydroxyle sur son deuxième carbone le rend peu métabolisable. De plus, ce composé inhibe 

l'activité des enzymes responsables de la métabolisation du glucose (Ralser et al., 2008). 

Enfin, comme l'activité de la phosphatase catalysant la réaction de déphosphorylation du 

                                                 
20

 2DG : 2-deoxy-D-glucose 
21

 2DG6P : 2-deoxy-D-glucose-6-phosphate 
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2DG6P en 2DG est faible dans le cerveau des mammifères, le 2DG6P est piégé dans les 

cellules pendant plusieurs heures. La vitesse d'utilisation du glucose peut ainsi être évaluée en 

mesurant, par autoradiographie sur tranches de tissus, la quantité de 2DG et de 2DG6P 

accumulée dans les différents compartiments. 

Les travaux précurseurs de Sokoloff et al., à ce sujet ont permis de montrer qu'un 

approvisionnement continu en glucose et en oxygène est primordial au maintien de l'activité 

neuronale (Gjedde et al., 1980 ; Sokoloff et al., 1977). Plus récemment, le développement des 

techniques d'imagerie non invasives a permis d'évaluer le taux de métabolisation du glucose 

au niveau du cerveau humain. Au repos, le cortex consomme en moyenne 0.40 μmol de 

glucose/g/min (Chhina et al., 2001 ; Fox et al., 1988 ; Shen et al., 1999) soit 

approximativement 3.4 × 10
21 

molécules d'ATP par minute (Lennie, 2003). 

 

 Il est important de noter que dans certaines circonstances, en période de jeûne 

prolongé par exemple, les corps cétoniques peuvent être utilisés comme substrats additionnels 

par le cerveau. Ces derniers sont essentiellement produits par le foie via un processus de 

dégradation des lipides appelé cétogenèse. 

Durant le développement, le cerveau est également capable d'utiliser divers substrats en 

complément du glucose, principalement les corps cétoniques et le lactate (Cremer and Heath, 

1974 ; Nehlig and Pereira de Vasconcelos, 1993 ; Schroeder et al., 1991). 

 

2. En quoi l'activité cérébrale est-elle énergivore ? 

 

 Comprendre comment la demande énergétique se répartit entre les types cellulaires, au 

sein des différentes aires et selon l'activité cérébrale, est un domaine actif de la recherche (Fox 

and Raichle, 2007). Ce domaine a été stimulé en large partie grâce à l'amélioration des 

techniques d'imagerie non invasives comme la TEP et l'IRMf (voir II. de cette partie). Ces 

techniques associées à d'autres approches in vitro et in vivo ont permis de mettre en évidence 

que plus de 60% de l'énergie apportée par le glucose sanguin sont dédiés aux activités de 

communication (Attwell and Laughlin, 2001 ; Lennie, 2003 ; Sibson et al., 1998). 
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Plus précisément, des études par RMN
22

 réalisées chez le rat ont montré que la vitesse 

d'oxydation du glucose est égale à la rapidité avec laquelle le glutamate est converti en 

glutamine dans le cerveau. Ceci suggère que la majorité de la production énergétique est 

dévolue à la transmission neuronale glutamatergique (Figure 15) (Sibson et al., 1998). Or, 

cette transmission génère un grand nombre de mécanismes (courants postsynaptiques, PA, 

recyclage des neurotransmetteurs) dont les demandes énergétiques varient suivant les espèces 

(Attwell and Laughlin, 2001). 

 

                                                 
22

 RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

 

 

 

Figure 15 : Budget énergétique dans la substance grise 

 

Contribution relative des différentes tâches effectuées au sein du néocortex. Les activités liées 

à la communication occupent 80% de la demande énergétique. Le terme d'entretien regroupe 

de nombreux processus résumés dans le cercle de gauche. [Source : Adapté de Engl and 

Attwell, 2015] 
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a. Rétablir les gradients ioniques 

 

 Au niveau présynaptique, les PA sont sous-tendus par un rapide courant entrant 

sodique et un courant sortant potassique tandis qu'au niveau postsynaptique l'activation des 

récepteurs AMPA
23

 et NMDA
24

 par le glutamate génère des flux d'ions (principalement 

sodiques et calciques) (Attwell and Laughlin, 2001) et l'activation des récepteurs couplés aux 

protéines G conduit à une libération de calcium intracellulaire (Figure 17). Ces phénomènes 

perturbent l'équilibre ionique du neurone. 

L'importance des flux ioniques dans la forte demande énergétique du cerveau a été mise en 

évidence à la fin des années 80. En travaillant sur des tranches de cerveau de lapin, Whittam 

mesure une chute d'environ 50% de la consommation en oxygène après inhibition de la 

pompe sodium-potassium par l'ouabaïne (Whittam, 1962). En 1989, Shibuki fait des 

observations similaires chez le rat en utilisant une électrode à oxygène de type électrode de 

Clark (Shibuki, 1989). Des travaux conduits chez le chien anesthésié quantifient plus 

précisément l'énergie requise par la pompe sodium-potassium : l'extrusion du sodium 

cellulaire serait responsable à 55% de l'utilisation de l'oxygène du cerveau (Astrup et al., 

1981). 

La restauration des gradients ioniques est principalement assurée par la pompe Na
+
/K

+ 

ATPase (Ames, 2000). Découverte par Skou en 1957 (Skou, 1957), cette pompe régule 

l'entrée de K
+
 en même temps que la sortie de Na

+
 des cellules et participe activement au 

maintien du gradient électrochimique de la membrane (Figure 16) (Ames and Lecar, 1992 ; 

“Brain energy metabolism by B. K. Siesjo, John Wiley & Sons, New York, 1978,” 1979 ; 

Erecińska and Silver, 1989 ; Locasale and Cantley, 2011 ; Scheiner-Bobis, 2002; Sokoloff et 

al., 1996). Dans le cerveau, son activité est particulièrement localisée au niveau des 

terminaisons nerveuses (de Lores Arnaiz and Ordieres, 2014). 

 Une seconde pompe joue un rôle central dans l'homéostasie ionique en assurant le maintien 

de la concentration en calcium intracellulaire libre entre 100 et 200 nM
25

 (Di Leva et al., 

2008). Il s'agit de la pompe PMCA
26

 (Pedersen and Carafoli, 1987). Découverte à la suite de 

                                                 
23

 AMPA : α-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4isoxazolePropionic Acid 
24

 NMDA : N-Methyl-D-Aspartate 
25

 nM : nanoMolaire 
26

 PMCA : Plasma Membrane Calcium ATPase 
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la mise en évidence d'un système spécialisé dans l'extrusion du calcium contre son gradient de 

concentration (Brini and Carafoli, 2011 ; Strehler, 2013), cette pompe couple l'hydrolyse 

d'une molécule d'ATP au transport d'une molécule de calcium du cytosol vers l'espace 

extracellulaire (Strehler, 2013). A défaut d'être chassé activement de la cellule, le calcium 

peut être stocké dans les citernes intracellulaires formées par le réticulum endoplasmique. Ce 

processus est également demandeur d'énergie et fait intervenir les pompes SERCA
27

 (Baba-

Aissa et al., 1996). 

 

 

 
 

Figure 16 : Etapes du fonctionnement de la pompe Na/K ATPase 

 

Les étapes du fonctionnement de la pompe (en bleu) sont numérotées de 1 à 4. 1) Fixation de 3 

ions sodium intracellulaires. 2) L'hydrolyse d'une molécule d'ATP induit le changement de 

conformation de la pompe qui s'ouvre sur la face extracellulaire de la membrane plasmique. Le 

Na+ transloqué est libéré. 3) Fixation de 2 ions potassium extracellulaires. 4) Retour à la 

conformation initiale, le potassium transloqué est libéré côté cytosol. [Source : Adapté de E. 

Jaspar, 2012] 

 

 

 Enfin, le rééquilibrage des flux d'ions a lieu également en dehors des périodes de 

décharge de PA, afin de limiter les fluctuations du potentiel de membrane (Attwell and 

                                                 
27

 SERCA : Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase 
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Iadecola, 2002 ; Shulman et al., 2004). On estime à environ 15% la consommation 

énergétique liée au maintien du potentiel de repos des neurones (Figure 15) (Attwell and 

Laughlin, 2001; Harris and Attwell, 2012; Lennie, 2003) 

 

b. Synthétiser et recycler les neurotransmetteurs 

 

 Au niveau présynaptique, le remplissage des vésicules d'exocytose en 

neurotransmetteurs requiert de l'énergie (Figures 15 et 17). En effet, l'entrée du glutamate 

dans les vésicules est assurée par une pompe à protons ATP-dépendante (Attwell and 

Laughlin, 2001). 

 

La libération vésiculaire des neurotransmetteurs fait suite à un influx calcique généré par un 

PA. L'évacuation du calcium cytosolique fait de nouveau intervenir les pompes PMCA et 

SERCA dépendantes de l'ATP (Figure 17). Et bien que l'ensemble des mécanismes impliqués 

soit encore mal compris (Attwell et Laughlin), on estime qu'environ 400 molécules d'ATP 

sont nécessaires pour assurer l'exocytose et le recyclage d'une seule vésicule présynaptique 

(Attwell and Laughlin, 2001 ; Harris et al., 2012 ; Marsh and McMahon, 1999). 

 

Le glutamate libéré dans la fente synaptique est rapidement capté par les astrocytes (Figure 

17) grâce à un système de cotransport dans lequel une molécule de glutamate, 3Na
+
 et 1H

+
 

entre dans la cellule en échange de la sortie d'1 K
+
 (Levy et al., 1998). Au total, environ 1.33 

molécule d'ATP est consommée par molécule de glutamate récupérée par la cellule. 

Au sein des astrocytes, environ un tiers du glutamate est converti en glutamine (de Barry et 

al., 1983). Cette réaction nécessite 1 ATP par molécule de glutamate. La glutamine peut être 

libérée par la glie et entrer dans les neurones via un système de transport facilité, dépendant 

du gradient de concentration en glutamine (Chaudhry et al., 1999 ; Tamarappoo et al., 1997). 

Au total, environ 2,67 molécules d'ATP sont nécessaires au recyclage d'une molécule de 

glutamate (Attwell and Laughlin, 2001). 
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Figure 17 : Mécanismes synaptiques consommateurs d'énergie 

 

Au niveau présynaptique, l'ATP est utilisée par 4 types d'ATPases : la pompe NA
+
/K

+
 qui 

évacue le sodium générant les PA et participe indirectement à l'extrusion du Ca
2+

 (à la suite 

d'un échange Na
+
/Ca

2+
) ; la pompe calcique située au niveau de la membrane plasmique (et 

du réticulum endoplasmique non montré) qui réduit la [Ca
2+

]i  ; les pompes à protons 

vacuolaires qui chargent les neurotransmetteurs dans les vésicules et les protéines motrices 

(kinésine, dynéine et myosine) qui déplacent vésicules et mitochondries à travers la cellule. 

La récupération des vésicules par la dynamine consomme du GTP. Au niveau postsynaptique, 

l'utilisation d'ATP est plus importante (flèches plus épaisses), essentiellement pour évacuer 

les ions responsables des courants synaptiques et, dans une moindre mesure, pour évacuer le 

calcium intracellulaire et le déplacement des mitochondries. Dans les astrocytes, l'ATP est 

principalement utilisée pour évacuer le sodium, maintenir le potentiel de repos, extraire les 

ions entrés lors du recyclage du glutamate et convertir ce dernier en glutamine. Une faible 

partie peut aussi être utilisée dans la signalisation sous-tendue par l'ATP (non montré ici) 

[Source : Harris et al., 2012] 

 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Myosin
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c. Maintenir l'intégrité du tissu cérébral 

 

 Si la majeure partie de l'énergie produite par l'oxydation du glucose est dévolue aux 

activités de communication, celle-ci ne peut avoir lieu sans le maintien de l'intégrité du tissu 

cérébral (Buzsáki et al., 2007 ; Iadecola, 2004). Selon Gibb et al., environ 25% du budget 

énergétique serait dévolu aux tâches autres que la communication (Figure 15) (Attwell and 

Gibb, 2005). Effectivement, de nombreux mécanismes essentiels, comme la synthèse des 

protéines et des lipides composant la cellule, nécessitent de l'énergie. La fuite de protons à 

travers la membrane mitochondriale doit être compensée par un système de pompage ATP-

dépendant. Le déplacement des vésicules et des organites le long des microtubules nécessite 

des réarrangements du cytosquelette (dépolymérisation et repolymérisation de l'actine 

globulaire) et fait intervenir des moteurs moléculaires qui consomment de l'ATP (Figure 17). 

(Voir Engl and Attwell, 2015 pour revue).  

  

La communication neuronale est donc particulièrement énergivore. La majeure partie de 

l'énergie nécessaire est produite à partir du glucose sanguin. 

 

3. Le passage du glucose sanguin vers les cellules se fait grâce à des transporteurs 

spécifiques 

 

 Dans les conditions physiologiques normales, le transport du glucose à travers la 

BHE
28

 est le facteur limitant pour le métabolisme cérébral (Maher et al., 1994).  

L'inhibition pharmacologique des fonctions de transport par des substances telles que la 

phloretine entraîne, in vitro, un transfert de glucose à travers la BHE inférieur à 5% par 

rapport à la condition contrôle. Il y a donc très peu de diffusion simple dans le cerveau ; les 

transporteurs du glucose assurent plus de 95% du transport du glucose. 

                                                 
28

 BHE : Barrière Hémato-Encéphalique 
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Les jonctions serrées entre les cellules endothéliales de la BHE nécessitent un transport 

transcellulaire du glucose sanguin. Pour gagner le cerveau, le glucose devra traverser les 

membranes luminales et abluminales des cellules endothéliales. 

 

a. Familles de transporteurs du glucose 

 

 Il existe deux grandes familles de transporteurs du glucose : les transporteurs 

dépendants du sodium et les transporteurs passifs, appelés GluT
29

. Les premiers utilisent le 

gradient électrochimique du sodium de part et d'autre de la membrane plasmique pour 

transporter le glucose contre son gradient de concentration. On retrouve ces transporteurs au 

niveau des reins ou de la muqueuse intestinale mais leur présence dans le cerveau n'a pas 

encore été démontrée (Uldry and Thorens, 2004). Les seconds transportent le glucose selon 

son gradient de concentration par un mécanisme de transport facilité (Uldry and Thorens, 

2004).  

 

Chez l'humain, la famille des GluT regroupe 14 protéines (GluT1-14) qui diffèrent par leurs 

nombreux substrats et leur cinétique de transport (Thorens and Mueckler, 2010). Ces 

protéines possèdent 12 domaines transmembranaires formant un canal hydrophile au centre 

duquel se trouve un pore hydrophobe (Figure 18) (Mueckler et al., 1985). Elles ont été 

hautement conservées au cours de l'évolution ; ainsi pour GluT1  par exemple, la séquence 

d'acides aminés est homologue à plus de 95% entre les différents mammifères (Carruthers et 

al., 2009). 

 

b. Isoformes cérébrales des transporteurs du glucose 

 

 Dans le cerveau, le glucose entre dans les cellules par un transport facilité via les 

GluT. De nombreuses études menées sur les rongeurs concluent que ce transport est 

principalement sous-tendu par GluT1 et GluT3 (Leino et al., 1997 ; McEwen and Reagan, 

2004 ; Simpson et al., 2007). 

 

                                                 
29

 GluT : Glucose Transporters 
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GluT1 

 GluT1, encodé par le gène SLC2A1, a été le premier transporteur de la famille des 

GluT à avoir été isolé et cloné. En plus du glucose, ce transporteur peut assurer le passage du 

galactose et de l'acide ascorbique (Manolescu et al., 2007).  

Dans le cerveau, il existe sous deux isoformes. Une isoforme de 55 kDa
30

 est rencontrée au 

niveau des cellules endothéliales (Gerhart et al., 1989) tandis qu'une isoforme de 45 kDa est 

exprimée au niveau des pieds astrocytaires entourant le lit vasculaire (Figures 19 et 20) 

                                                 
30

 kDa : kiloDalton 

 

 

 

Figure 18 : Structure secondaire des transporteurs du glucose 

de la superfamille des GluTs 

 

12 hélices α forment la partie transmembranaire du transporteur. Les extrémités COOH et 

NH2 sont localisées sur la face interne de la cellule. La première boucle extracellulaire peut 

être glycosylée au niveau d'un site spécifique. Les lipides de la membrane plasmique sont 

représentés en rouge. [Source : Adapté de Walmsley et al., 1998] 
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(McCall et al., 1996 ; Pellerin et al., 2002). Cette différence de poids moléculaire est due à la 

présence d'un site de glycosylation au niveau de la première boucle extracellulaire de GluT1 

(Figure 18) mais sa signification fonctionnelle reste encore à découvrir (Mueckler et al., 

1985).  

 

 

 

 

Figure 19 : Distribution périvasculaire de GluT1 

 

Micrographie électronique de GluT1 immunomarqué à l'or colloïdal. Le transporteur est 

distribué au niveau des pieds astrocytaires et des cellules endothéliales cérébrales. Sa 

distribution est asymétrique au niveau des cellules endothéliales. La plus grande fraction 

de GluT1 est localisée à la membrane abluminale. La densité de transporteurs est plus 

faible au niveau de la membrane luminale, là où la concentration en glucose est la plus 

forte. [Source : Simpson et al., 2007] 
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La microscopie électronique a permis de faire ressortir une répartition asymétrique de GluT1 

au niveau des cellules endothéliales. Les dosages protéiques effectués par Simpson et al., ont 

confirmé que la densité en transporteurs est plus faible côté cytoplasmique et luminal et plus 

haute côté membrane abluminale (Simpson et al., 2001). Cette asymétrie assure la polarité du 

transport du glucose à travers la BHE. En parallèle, la concentration en glucose dans le tissu 

cérébral étant 2 à 5 fois moins élevée que dans le plasma sanguin, le fort gradient de 

concentration entre sang et cerveau facilite le transport du glucose à travers les membranes 

des cellules endothéliales (Mergenthaler et al., 2013 ; Silver and Erecińska, 1994). 

 

Enfin, s'il est abondant dans les cellules gliales et endothéliales, GluT1 a également été 

détecté dans les neurones en culture et in vivo en condition de stress hypoxique (Gerhart et al., 

1994 ; Lee and Bondy, 1993 ; Maher et al., 1991 ; Vannucci et al., 1998c ; Werner et al., 

1989) bien que ce ne soit pas le transporteur le plus exprimé dans ces cellules. 

 

GluT3 

 Dans les neurones, GluT3 est le transporteur majoritaire (Figure 20) (Maher and 

Simpson, 1994). Le transporteur GluT3 humain a été cloné pour la première fois à partir de 

lignée cellulaire dérivée de muscle squelettique fœtal en utilisant une sonde d'ADN 

complémentaire de GluT1, avec lequel il partage 64.4 % d'identité (Kayano et al., 1988). 

GluT3 a reçu son titre de "transporteur neuronal" lorsque la forme murine a été clonée car il 

s'est avéré que chez les souris, l'ARNm de GluT3 était essentiellement détecté au niveau du 

cerveau et plus précisément au niveau des neurones (Gould and Bell, 1990). Les travaux 

d'hybridation in situ réalisés dans les années 90 par Nagamatsu et son équipe ont révélé une 

localisation de GluT3 bien moins restreinte chez l'humain (Nagamatsu et al., 1992).  

Au niveau du cerveau, l'affirmation selon laquelle GluT3 serait situé de façon prédominante 

au niveau des prolongements cellulaires (i.e. axones et dendrites) et peu au niveau du soma 

est discutable. De nombreuses techniques de marquage (immunocytochimie, hybridation in 

situ) de neurones de rongeurs ou humains ont également détecté GluT3 au niveau des corps 

cellulaires des neurones (Gerhart et al., 1995 ; Maher et al., 1991, 1991 ; Mantych et al., 1992 

; Vannucci et al., 1997).  
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Des études in vivo menées par Bondy et al., chez le rat, montrent que l'expression de GluT3 

est très faible dans le cerveau prénatal où GluT1 est l'isoforme prédominante (Bondy et al., 

1992). L'expression de GluT1 et de GluT3 augmente avec la maturation cérébrale, 

parallèlement à l'augmentation de l'utilisation du glucose par le cerveau. Pour GluT3 

cependant, cette augmentation est régionalisée et dépendante de l'activité neuronale (Simpson 

et al., 2008) ; elle coïnciderait avec la maturation de la connectivité synaptique (Vannucci et 

al., 1998a). 

 

 La capacité de transport du glucose par les neurones excède de loin celle des 

astrocytes. En effet, GluT3 présente une importante capacité de transport ainsi qu'une très 

haute affinité pour le D-glucose (Km ∼2 mM pour GluT3 contre ∼25 mM pour GluT1) 

(Nishimura et al., 1993). Ceci assure un approvisionnement constant des neurones, même 

quand les concentrations interstitielles en glucose sont basses (Maher et al., 1996 ; Simpson et 

al., 2008). 

 

Autres isoformes détectées dans le cerveau 

 D'autres isoformes ont pu être détectées dans le cerveau. Chacune présente des 

cinétiques et des spécificités de substrats propres en lien avec ses fonctions physiologiques. 

GluT4 est exprimé dans de nombreux sous-types neuronaux incluant les cellules de Purkinje 

et les cellules en grain du cervelet, les cellules principales et les interneurones de 

l'hippocampe ou encore des cellules isolées du cortex et de l'hypothalamus (Apelt et al., 1999 

; Bady et al., 2006 ; Kobayashi et al., 1996 ; Leloup et al., 1996 ; Rayner et al., 1994 ; 

Vannucci et al., 1998b, p. 4). Contrairement aux isoformes GluT1 et GluT3, GluT4 est 

sensible à l'insuline. Dans une étude conduite chez le rat, Grillo et ses collègues ont montré 

que l'injection intracérébroventriculaire d'insuline provoquait une translocation de GluT4 à la 

membrane plasmique et ce, dans un intervalle de temps similaire à l'augmentation du 

prélèvement de glucose observé pendant la réalisation de tâches hippocampes-dépendantes 

(Grillo et al., 2009). De récentes études ont depuis confirmé le rôle prépondérant de GluT4 



64 

 

dans l'approvisionnement énergétique des synapses actives (Pearson-Leary and McNay, 

2016). 

Les isoformes GluT6 et 8 ont été identifiées dans les neurones, bien que leur structure 

primaire particulière (i.e. la présence d'un motif dileucine au niveau de leur extrémité C 

terminale) favorise un confinement au niveau des membranes intracellulaires (McEwen and 

Reagan, 2004). Tout comme GluT4, ils sont sensibles à l'insuline. 

La présence de GluT2 a quant à elle été rapportée dans les neurones de l'hypothalamus 

(Arluison et al., 2004).  

 

  

 

 
 

 

Figure 20 : Localisation cellulaire des principaux transporteurs cérébraux du 

glucose 

 

L'isoforme de 55 kDa du transporteur GluT1 est abondante dans les cellules endothéliales 

alors que l'isoforme de 44 kDa est exprimée dans les astrocytes. GluT3 est le transporteur 

neuronal majoritaire. [Source : Adapté de Duelli and Kuschinsky, 2001] 
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Enfin, une expression exclusive de GluT5, capable de transporter à la fois le glucose et le 

fructose, a été mise en évidence dans les cellules microgliales (Horikoshi et al., 2003 ; Payne 

et al., 1997). 

Une fois extrait des capillaires et acheminé dans les cellules par les transporteurs, le glucose 

est dégradé par un ensemble de réactions exergoniques assurant la production d'énergie. 

 

B. Le métabolisme du glucose fait intervenir différents compartiments cellulaires 

 

 La technique de spectroscopie RMN du carbone 13 a permis d'évaluer les différentes 

étapes de la métabolisation du glucose dans le cerveau (Gruetter et al., 1998 ; Henry et al., 

2002, 2010 ; Hyder et al., 1997 ; Mason et al., 1995). Dans cette méthode, du glucose enrichi 

au carbone 13, généralement marqué en position C1 ou C6, est injecté par voie veineuse. 

L'incorporation dynamique du carbone 13 dans les métabolites cérébraux est suivie par 

spectroscopie RMN (cf II.B. de cette introduction). Le processus d'oxydation débute par la 

glycolyse et se termine par la phosphorylation oxydante ; il fait intervenir différents 

compartiments cellulaires. 

 

1. Oxydations partielles cytosoliques 

 

a. Rétention du glucose dans la cellule 

 

 Le glucose qui pénètre dans la cellule est rapidement phosphorylé en G6P
31

. La 

fixation d'un groupement phosphoryle chargé négativement sur le glucose contribue à le 

confiner dans le cytosol et évite qu'il ne ressorte en cas de baisse de la concentration du 

glucose extracellulaire. Dans le cerveau, cette réaction est catalysée par une HK
32

 et 

consomme une molécule d'ATP (da-Silva et al., 2004). 

                                                 
31

 G6P : Glucose-6-Phosphate 
32

 HK : HexoKinase 
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Lorsque le glucose est issu de la lyse du glycogène, il est déjà phosphorylé sous forme de 

G1P
33

. Une phosphoglucomutase catalyse la conversion en G6P (Beamer, 2015). 

  

b. Glycolyse  

 

 En 1897, les chimistes Edouard et Hans Buchner découvrent que des extraits de 

levure, exempts de cellules, sont capables de faire fermenter le sucre. En 1905, grâce aux 

travaux de leurs prédécesseurs, Arthur Harden et William Young observent que la 

fermentation du glucose dans les extraits de bactérie ne peut avoir lieu qu'en présence de 

phosphate inorganique et de coferment NAD
34

 (Harden and Young, 1906). Ces découvertes 

ont initié la compréhension des réactions de la glycolyse. Il a fallu attendre les années 1940 

pour que l'ensemble des réactions conduisant à l'oxydation du glucose en pyruvate soit mis à 

jour (Macfarlane and Weil-Malherbe, 1941). 

 

Oxydation du glucose en pyruvate 

 Dix étapes conduisent à l'oxydation du glucose en pyruvate (Figure 21). Cet ensemble 

de réactions exergoniques est couplé à la phosphorylation endergonique d'ADP
35

 en ATP et à 

la réduction de la coenzyme NAD
+
 en NADH, H

+
. Chaque réaction est catalysée par une 

enzyme spécifique (Figures 21 et 22). La glycolyse va conduire à la formation de 2 

molécules de pyruvate, 2 molécules de NADH, H
+
 et 2 molécules d'ATP (4 générées - 2 

consommées) par molécule de glucose. Le bilan de la réaction peut se résumer par la formule 

suivante :  

1 Glucose + 2 NAD
+
 + 2 ADP + 2 Pi     —–>     2 Pyruvates + 2 ATP + 2 NADH + 2 H+ 

 La chaîne de réactions n'a pas constamment lieu à la même vitesse. Des points de 

contrôle, assurés par des enzymes allostériques, permettent d'adapter le flux glycolytique aux 

besoins énergétiques cellulaires. 

 

                                                 
33

 G1P : Glucose-1-Phosphate 
34

 NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide 
35

 ADP : Adénosine DiPhosphate 
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Régulation de l'activité glycolytique  

 L'activité glycolytique peut être régulée à plusieurs niveaux. Le premier point de 

contrôle s'exerce au niveau de l'HK. En effet, la vitesse de phosphorylation du glucose par 

l'HK constitue le facteur limitant de la glycolyse (Mulukutla et al., 2010). La PFK
36

 et la PK
37

 

constituent les deux autres points de régulation. Ces enzymes multimériques sont dites 

allostériques car la fixation d'un ligand en dehors du site catalytique va entraîner leur 

changement de conformation, favorisant ou limitant la réaction qu'elles catalysent.  

Certains intermédiaires métaboliques de la glycolyse comme le F1,6BP
38

, le F2,6BP
39

 et le 

PEP
40

 exercent une régulation allostérique sur ces trois enzymes (Manes and El-Maghrabi, 

2005 ; Mulukutla et al., 2014). De même un excès d'ATP ou d'ACoA
41

, qui traduit un bilan 

énergétique positif, peut inhiber la PK. L'ATP, l'AMP
42

, le citrate ou encore le lactate (Costa 

Leite et al., 2007) sont aussi capables de se fixer sur des sites modulateurs de la PFK pour 

réguler son activité. Les PFK et PK cérébrales existent sous de multiples isoformes 

(PFKL/M/P et PKM1/M2/L/R respectivement) (Kessler and Eschrich, 2001 ; Zeitschel et al., 

1996) et sont sujettes à des régulations allostériques variables. L'activité glycolytique d'une 

cellule pourra donc être modulée spécifiquement selon l'isoforme qui y est exprimée (Okar et 

al., 2001 ; Wilson, 2003 ; Yamada and Noguchi, 1999).  

 

Faible activité glycolytique des neurones 

 Dans les neurones, le taux de glycolyse a été évalué à la fois par la vitesse de 

formation de [3H]H2O à partir du [3H]glucose, la vitesse de formation du [14C]lactate à partir 

du [14C]glucose (Herrero-Mendez et al., 2009) et l'accumulation du lactate intra et 

extracellulaire (Bolaños et al., 1995 ; Delgado-Esteban et al., 2000). Les études concluent que 

l'activité glycolytique y est négligeable. 

                                                 
36

 PFK : PhosphoFructoKinase 
37

 PK : Pyruvate Kinase 
38

 F1,6BP : Fructose 1,6-BisPhosphate 
39

 F2,6BP : Fructose 2,6-BisPhosphate 
40

 PEP : PhosphoEnolPyruvate 
41

 ACoA : Acétyl-Coenzyme-A 
42

 AMP : Adénosine MonoPhosphate 
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Dans les neurones corticaux, l'activation des récepteurs du glutamate génère une demande 

énergétique et une diminution d'ATP (Almeida and Bolaños, 2001 ; Gleichmann et al., 2009) 

mais ne provoque ni activation de la glycolyse (Delgado-Esteban et al., 2000; Kasischke et 

al., 2004) ni entrée de glucose (Porras et al., 2004) concomitante. 

 

 

 

 

Figure 21 : Schéma récapitulatif des réactions de la glycolyse 

 

Les étapes sont numérotées de 1 à 10. Le nom des enzymes associées à chacune des 

réactions est indiqué en vert. Les encadrés verts marquent les points de régulation de la 

glycolyse. A partir d'une molécule de glucose, 2 molécules de pyruvate, 2 NADH, H
+
 et 2 

ATP nets sont produits (4 ATP produites moins 2 ATP consommées).  

 

 

 Le fait que les neurones soient incapables de stimuler la glycolyse en période de 

demande énergétique peut s'expliquer par la faible activité de la PFK1 (moitié moins 

importante dans les neurones que dans les astrocytes) (Bolaños and Almeida, 2010). Ceci est 

dû à la faible disponibilité en F2,6BP, effecteur positif puissant de la PFK1 (Almeida et al., 
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2004). Effectivement, l'enzyme catalysant la production du F2,6BP est constamment dégradée 

dans les neurones (Herrero-Mendez et al., 2009), ce qui limite fortement le flux glycolytique. 

 

La glycolyse produit du méthylglyoxal  

 Le MG
43

 est un sous-produit hautement réactif principalement formé lors de la 

glycolyse, via la fragmentation du G3P
44

 et du DHAP
45

 (Allaman et al., 2015 ; Richard, 

1993). Ce composé dicarboxylique est un précurseur des produits finaux de glycation avancée 

(AGEs
46

) qui sont associés à de nombreuses pathologies telles que le diabète ou les maladies 

neurodégénératives (Goldin et al., 2006 ; Münch et al., 2012 ; Ramasamy et al., 2005 ; 

Wautier and Guillausseau, 2001). 

La glycation résulte de la liaison covalente entre un sucre avec une protéine ou un lipide. 

Ainsi le MG réagit directement avec les lipides, les acides nucléiques et les résidus lysine et 

arginine des protéines pour former des AGE (Fleming et al., 2008) qui compromettent le bon 

fonctionnement des biomolécules. 

En situation normale, différents mécanismes protègent les cellules contre la toxicité du MG. 

Le système glyoxalase est la voie majoritaire pour la détoxification du MG (et du stress 

oxydant) (Kalapos, 2008 ; Smith et al., 1993). Il fait intervenir deux réactions enzymatiques 

successives et nécessite du glutathion. Ce cofacteur est généré dans le cytosol grâce à une 

autre voie de métabolisation du glucose, la voie des pentoses phosphates. 

 

c. Voie des pentoses phosphates 

 

 Le glucose-6-phosphate peut être engagé dans une autre voie cytosolique, la PPP
47

 (ou 

voie du phosphogluconate). Cette voie génère du NADPH
48

, indispensable aux réactions de 

biosynthèse réductrice comme la synthèse des acides gras et des stéroïdes mais également du 

                                                 
43

 MG : MethylGlyoxal 
44

 G3P : Glycéraldéhyde-3-Phosphate 
45

 DHAP : DiHydroxyAcétone Phospahte 
46

 AGEs : Advanced Glycation End-products 
47

 PPP : Pentose Phosphate Pathway 
48

 NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate  
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ribose 5-phosphate, un pentose précurseur de la synthèse des nucléotides, des acides 

nucléiques et des coenzymes (Ben-Yoseph et al., 1994).  

La décarboxylation oxydante du G6P s'effectue en deux étapes respectivement catalysées par 

la G6PDH
49

 et la 6PGD
50

. La branche oxydante produit le R5P
51

(Figure 22), qui s'isomérise 

en ribose-5-phosphate et peut ainsi être utilisée dans la biosynthèse des nucléotides. En 

fonction du contexte cellulaire, une partie du R5P peut être recyclée en F6P
52

 et gagner la 

glycolyse. Enfin, le F6P peut aussi être isomérisé en G6P et G3P par la branche non-oxydante 

de la voie (Bolaños and Almeida, 2010). Au total, deux molécules de NADPH seront 

générées à partir de deux molécules de NADP
+
 et d'une molécule de G6P oxydée (Wamelink 

et al., 2008).  

La réaction limitante de la PPP est catalysée par la G6PDH (Figure 22). Cette enzyme est 

sujette à des régulations allostériques et transcriptionnelles (Biswas et al., 2014) ; elle est par 

exemple activée par le peroxyde d'hydrogène ou la forme oxydée du GSH
53

 (Eggleston and 

Krebs, 1974). 

Dans le cerveau, la PPP joue un rôle anti-inflammatoire et neuroprotecteur majeur.(García-

Nogales et al., 1999 ; Vaughn and Deshmukh, 2008). Le NADPH qu'elle génère permet le 

recyclage du GSH qui, lorsqu'il est sous sa forme réduite, assure l'élimination des dérivés 

réactifs de l'oxygène via la GSH peroxydase (Figure 22) (Bolaños and Almeida, 2010). La 

PPP est donc critique dans la prévention contre le stress oxydant et glycatif.  

Cependant, l'activité de la PPP est bien plus élevée dans les astrocytes que dans les neurones 

(Ben-Yoseph et al., 1994) pour lesquels de récentes études révèlent que la branche non-

oxydante serait négligeable (Herrero-Mendez et al., 2009). Le rôle de ces deux types 

cellulaires dans la protection contre le stress oxydant sera développé dans le chapitre I.C.5 de 

cette partie. 
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 G6PDH : Glucose-6-Phosphate DésHydrogénase 
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 6PGD : 6-PhosphoGluconate Déshydrogénase 
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 R5P : Ribulose-5-Phosphate 
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 F6P : Fructose-6-Phosphate 
53

 GSH : Glutathion réduit 
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 Ainsi, le G6P est à la fois le substrat de la PPP et celui de la glycolyse ; le choix relatif 

entre ces deux voies dépend des programmes métaboliques, des exigences cellulaires 

ponctuelles en énergie métabolique (ATP) et en précurseurs biosynthétiques (NADPH et 

ribose 5-phosphate). Alors que la glycolyse est ralentie lorsque la charge énergétique est 

élevée, la G6PDH (enzyme initiatrice de la PPP) est inhibée par une concentration élevée de 

NADPH et par les intermédiaires de la biosynthèse des acides gras. 

 

 

 

 

Figure 22 : Représentation schématique des réactions impliquées dans le 

métabolisme du glucose 

 

Dans le cadre jaune se trouvent les étapes résumant la glycolyse ; dans le cadre bleu celles de la 

voie des pentoses phosphates. Les enzymes clefs de la régulation des voies métaboliques sont 

représentées en vert. HK : hexokinase ; G6PDH : glucose-6-phosphate déshydrogénase ; 

PFK1 : phosphofructokinase-1 ; PFKFB3 : 6-phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-

bisphosphatase, isoforme 3 ; LDH : lactate déshydrogénase. [Source : Adapté de Bolanos et al., 

2008] 
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d. Glycolyse "aérobie" 

 

 Dans les cellules qui possèdent l'équipement enzymatique nécessaire, le pyruvate formé 

lors de la glycolyse peut être engagé dans un processus de glycolyse aérobie cytosolique. 

Lorsque le taux de la glycolyse excède celui de la phosphorylation oxydante, les cellules 

convertissent l'excédent de pyruvate en lactate (ou acide lactique) via la LDH
54

. En outre, 

cette réaction permet de restaurer le NAD
+
, nécessaire au maintien de l'activité glycolytique. 

Elle peut être résumée par la formule suivante : 

 

2 Pyruvates + 2 NADH       —–>     2 Lactates + 2 NAD
+
 

 

Le lactate ainsi produit peut sortir des cellules via des transporteurs spécifiques, les MCT
55

 

(Halestrap and Price, 1999) et être métabolisé dans d'autres cellules possédant elles aussi des 

MCT. Comme la LDH catalyse la réaction de transformation pyruvate-lactate dans les deux 

sens, il est possible d'utiliser le lactate environnant pour former directement du pyruvate sans 

passer par la glycolyse. 

Bien que les neurones soient capables de produire du lactate, des études menées sur 

monocultures cellulaires mettent en évidence que les astrocytes en produisent en plus grande 

quantité (Walz and Mukerji, 1988). Le fait que les astrocytes libèrent du lactate et non du 

glucose, lors de la glycogénolyse, suggère que le lactate joue un rôle de substrat pour les 

cellules avoisinantes (Dringen et al., 1993a). Ce point sera développé dans la suite du 

manuscrit (I.C.1 et 3). 

 

 A défaut d'être transformé en lactate, le pyruvate peut rejoindre la mitochondrie où les 

réactions d'oxydoréductions initiées lors de la glycolyse vont se poursuivre avec un plus haut 

rendement énergétique. 
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LDH : Lactate DesHydrogénase 
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 MCT : MonoCarboxylate Transporters 
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2. Transformation du pyruvate dans la mitochondrie 

 

a. Formation d'acétyl-CoA 

 

Le pyruvate pénètre dans la matrice mitochondriale par symport H
+
/pyruvate. Il est alors pris 

en charge par un complexe multienzymatique, le complexe pyruvate déshydrogénase, 

catalysant la décarboxylation du pyruvate. Le produit de cette réaction : l'ACoA va intégrer le 

cycle de Krebs. 

b. Cycle de Krebs 

 

 Le cycle de Krebs (ou cycle de l'acide citrique) est la voie terminale de l'oxydation des 

composés organiques (acides aminés, acides gras et carbohydrates). La plupart des molécules 

le rejoignent sous forme d'ACoA (Figure 23). 

Ce cycle inclus une série de réactions d'oxydoréductions qui conduisent à la scission d'un 

groupe acétyle en deux molécules de dioxyde de carbone. Parallèlement, de nouvelles 

coenzymes réduites sont formées : trois molécules de NADH, H
+
 et une de FADH2

56
 par tour 

de cycle. Une réaction d'oxydoréduction forme un thioester dont la coupure délivre l'énergie 

nécessaire pour phosphoryler un GDP
57

 en GTP
58

.  

Le cycle de Krebs est aussi impliqué dans l'anabolisme, certains intermédiaires peuvent en 

être extraits pour servir de précurseurs à diverses biosynthèses (les acides aminés, les 

nucléotides ou encore la porphyrine). 

De nombreuses enzymes de ce cycle sont des enzymes allostériques, cibles d'effecteurs qui 

participent à un contrôle strict de la voie. Cependant, l'apport en glucose et en oxygène doit 

être constant car la série de réactions est spontanément réversible. 
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FADH2 : Flavine Adénine Dinucléotide sous sa forme réduite 
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GDP : Guanosine DiPhosphate 
39

 GTP : Guanosine TriPhosphate 
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3. Oxydation complète au sein de la chaîne respiratoire  

 

 Dans les années 1960, l'ATP était connue pour être la monnaie énergétique du vivant. 

On supposait alors que sa production dans la mitochondrie était due à un mécanisme de 

phosphorylation de substrat (i.e. l'ADP). Or, il avait été démontré à l'époque que l'intérieur 

des cellules était chargé négativement, ce qui créait une différence de potentiel de part et 

d'autre de la membrane. Le biochimiste anglais Peter Mitchell fut le premier à réaliser que le 

déplacement des ions à travers une telle différence de potentiel électrochimique pouvait 

fournir l'énergie nécessaire à la production d'ATP. 

 

 

 
 

Figure 23 : Les étapes du cycle de Krebs (ou cycle de l'acide citrique) 

 

Le cycle de Krebs fait intervenir huit réactions au cours desquelles un composé à quatre 

carbones (l'oxaloacétate) est condensé avec un acétyle à deux carbones (l'ACoA) pour 

former un acide tricarboxilique à six carbones (l'acide citrique). Ce composé va subir deux 

décarboxylations oxydantes successives qui vont conduire à la libération de deux molécules 

de CO2 et à la formation d'un composé à quatre carbones (le succinyl-Coenzyme A).   
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Ce dernier est ensuite transformé pour régénérer l'oxaloacétate qui pourra initier un nouveau 

tour de cycle. Les enzymes catalysant les réactions sont en bleu, les coenzymes 

d'oxydoréduction et les composés énergétiques en rose. [Source : Adapté de W. H. Freeman 

and Company, Biochemistry seventh edition, 2012] 

 

 

Le processus conduisant à la synthèse d'ATP dans la mitochondrie fait intervenir un couplage 

électrochimique dont les étapes seront brièvement présentées ici (voir Cooper, 2000 pour 

revue). 

 

a. Oxydation des coenzymes réduites et formation d'un gradient de protons 

 

 Les coenzymes réduites générées par les réactions du cycle de Krebs (i.e. NADH et 

FADH2) sont réoxydées au niveau de la chaîne respiratoire. Cette chaîne, composée de cinq 

complexes protéiques, d'une ubiquinone et d'un cytochrome C, est insérée dans la membrane 

interne de la mitochondrie (Figure 24). Chaque composant de la chaîne peut transporter des 

électrons (à l'exception du complexe V) et des protons (à l'exception du cytochrome C).  

Le transfert des électrons se fait spontanément selon des potentiels redox croissant, depuis le 

couple donneur (NADH/NAD
+
 ou FADH2/FAD

59
) jusqu'au couple O2/H2O, le long de la 

chaîne respiratoire (Figure 24). Il est couplé à une translocation de protons de la matrice vers 

l'espace intermembranaire des mitochondries. Ce couplage chimio-osmotique est à l'origine 

d'une différence de potentiel électrochimique de protons : un gradient s'établit de part et 

d'autre de la membrane.  

 

b. Synthèse d'ATP dans la matrice mitochondriale 

 

 La découverte de l'ATP synthase, est attribuée à André Jagendorf. Ce chercheur 

américain a réalisé que, chez la plante, la production d'ATP était permise par une différence 

de pH entre deux compartiments internes du chloroplaste. 
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FAD : Flavine Adénine Dinucléotide sous sa forme oxydée 
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L'ATP synthase (ou complexe V) est un édifice enzymatique transmembranaire de masse 

supérieure à 500 kDa qui utilise la force protomotrice générée par la chaîne respiratoire pour 

synthétiser de l'ATP. La diffusion des protons au travers de l'ATP synthase depuis l'espace 

intermembranaire (où ils ont été concentrés) vers la matrice mitochondriale permet la 

synthèse d'ATP à partir d'ADP. Une molécule de glucose permet de générer environ 30 

molécules d'ATP dans la matrice mitochondriale. Elles seront ensuite transférées dans le 

cytosol via un antiport ATP/ADP.  

 

 

 

 

Figure 24 : Les composants de la chaîne respiratoire mitochondriale 

 

Le pyruvate produit lors de la glycolyse cytosolique est transféré dans la mitochondrie où il 

est transformé en acétyl-Coenzyme A par le complexe pyruvate déshydrogénase. L'acétyl-

Coenzyme A rejoint le cycle de l'acide citrique au sein duquel du CO2 ainsi que des 

coenzymes réduites vont être produits. Ces coenzymes vont permettre un transfert 

d'électrons le long de la chaîne respiratoire et conduire à la réduction du dioxygène en eau. 

Ce transfert d'électrons permet de concentrer les protons dans l'espace intermembranaire de 

la mitochondrie par couplage chimio-osmotique. Une différence de potentiel 

électrochimique (ou force proton-motrice) s'établit entre la matrice et l'espace 

intermembranaire, permettant la synthèse d'ATP par l'ATP synthase. 
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Les neurones (et en particulier les interneurones) sont très riches en mitochondries, indiquant 

une phosphorylation oxydante très active (Gulyás et al., 2006). Dans les astrocytes, au 

contraire, la capture de glucose et la glycolyse aérobie sont plus importants que le 

métabolisme oxydant (Ebert et al., 2003 ; Lebon et al., 2002 ; Nehlig et al., 2004). 

 

 Cycle de Krebs et respiration mitochondriale sont généralement vus comme des 

processus jouant de concert avec la glycolyse qui fournit le substrat nécessaire à la 

phosphorylation oxydante (i.e. le pyruvate). Cependant, dans le cerveau, ces processus sont 

compartimentés et dépendent d'interactions complexes entre le réseau neuronal et le réseau 

astroglial (Allaman et al., 2011 ; Iadecola, 2004 ; Rouach et al., 2008). 

 

C. Le métabolisme du glucose nécessite des interactions étroites entre astrocytes et 

neurones  

 

 Lorsque Golgi observe la morphologie des astrocytes dans les années 1880, il 

remarque le contact direct entre les prolongements astrocytaires et les vaisseaux sanguins. Il 

suggère alors que les astrocytes pourraient avoir une fonction nutritive en plus de leur rôle de 

soutien (Golgi, 1886 ; Holmgren, 1901). 

Les avancées en immunohistochimie et en microscopie électronique et à fluorescence ont 

confirmé la position idéale des astrocytes entre la BHE et les neurones. Les prolongements 

astrocytaires couvrent les vaisseaux sanguins, tapissant presque l'intégralité du lit vasculaire 

(Figure 25) (Iadecola and Nedergaard, 2007 ; Kacem et al., 1998 ; McCaslin et al., 2011). 

En 1959, Hyden met au point une technique permettant d’observer individuellement l'activité 

métabolique des cellules (Hyden et al., 1958 ; Hyden, 1959 ; Hydén et al., 2000). A la suite 

d'une stimulation nerveuse, il observe une forte activité glycolytique dans les astrocytes 

contre une forte activité oxydante dans les neurones. Il postule alors l’existence d’une 

coopération entre les deux types cellulaires (Hamberger and Hyden, 1963). Pendant plus de 

30 ans, la nature précise de cette interaction reste inconnue mais l’avènement des techniques 

de cultures cellulaires a rendu possible l'exploration des propriétés métaboliques d'un type 

cellulaire isolé. 
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Figure 25 : Les astrocytes recouvrent 

la totalité du lit vasculaire 

 

Marquage immunocytochimique des 

astrocytes avec un anticorps dirigé contre 

la protéine spécifiquement astrocytaire 

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein). 

[Source : Adapté de Kacem, 1998] 

 

 

1. Les astrocytes libèrent du lactate, substrat énergétique pour les neurones 

 

 En 1988, les études réalisées par Walz et Mukerji mettent en évidence une importante 

production de lactate dans les astrocytes par rapport aux neurones (Walz and Mukerji, 1988). 

Dans les astrocytes, le lactate est le produit final de la glycogénolyse et de la glycolyse ; il est 

libéré dans l’espace extracellulaire grâce à des protéines spécifiques : les MCT (Dringen et 

al., 1993b ; Magistretti et al., 1993).  

Si le lactate a longtemps été considéré comme un déchet métabolique devant être évacué du 

parenchyme cérébral (Dienel and Hertz, 2001), les recherches accumulées ces cinquante 

dernières années révèlent qu'il est l'un des rares substrats alternatifs au glucose (Boumezbeur 

et al., 2010 ; McILWAIN, 1953 ; Pellerin, 2003). Sa concentration interstitielle chute 

instantanément après une activation neuronale avant de remonter significativement (Barros, 

2013 ; Caesar et al., 2008), ce qui suppose qu'il est utilisé immédiatement en cas de forte 

demande énergétique. Des études réalisées sur des cultures primaires de neurones appuient 

cette hypothèse en montrant qu'en présence de glucose et de lactate, ce dernier était le substrat 

préférentiellement utilisé par les neurones (Bouzier-Sore et al., 2003, 2006 ; Itoh et al., 2003 ; 

Ivanov et al., 2011).  

On sait aujourd'hui que l’utilisation de lactate par le cerveau est essentielle pour divers 

mécanismes neurophysiologiques comme le contrôle de la respiration (Erlichman et al., 2008) 

ou la régulation de la prise alimentaire (Parsons and Hirasawa, 2010). Il a été également établi 
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que le lactate avait un rôle critique dans le couplage neurovasculaire (Gordon et al., 2008), la 

récupération après une hypoxie (Schurr et al., 1997) et la neuroprotection (Berthet et al., 2009 

; Bliss et al., 2004). 

Au même titre que le pyruvate et les corps cétoniques, le lactate est transporté à travers les 

différents types cellulaires du cerveau grâce à des transporteurs de type MCT (Bergersen, 

2007). La découverte de transporteurs spécifiques à la membrane des astrocytes et des 

neurones laisse penser qu'il existe un transfert de lactate des premiers aux seconds (Koehler-

Stec et al., 1998). Les isoformes MCT1 et 4, qui ont une faible affinité pour le lactate et une 

forte capacité de transport, sont localisées à la membrane des astrocytes. Ces derniers sont 

donc susceptibles de libérer facilement une importante quantité de lactate (Halestrap and 

Price, 1999). A l'inverse, le transporteur MCT2, qui présente une forte affinité pour son 

substrat, est détecté dans les neurones. Il assure une entrée de lactate même lorsque les 

concentrations baissent dans l'espace extracellulaire (Pierre et al., 2009).  

 

 Proposée par Luc Pellerin et Pierre Magistretti, l'hypothèse de la navette du lactate 

stipule que le lactate, joue un rôle pivot en tant que substrat neuronal (Pellerin, 2003). Lors de 

l'activité neuronale, la libération de glutamate et son recyclage stimulerait la glycolyse et la 

production de lactate dans les astrocytes. Celui-ci serait ensuite transféré dans les neurones 

pour servir de substrat énergétique via le métabolisme oxydant (Figure 26) (Pellerin and 

Magistretti, 1994). 

Le glutamate libéré des synapses est identifié comme signal neuronal et déclenche une 

recapture du glucose sanguin par les astrocytes. Ce mécanisme entraîne l'activation des 

cotransporteurs glutamate/Na
+
 astrocytaires (Cholet et al., 2001 ; Voutsinos-Porche et al., 

2003). L'augmentation de la concentration intracellulaire de Na
+
 dans les astrocytes induit 

l'activation de la pompe Na
+
/K

+
 ATPase. En parallèle, la transformation du glutamate en 

glutamine va s’accompagner d’une hydrolyse d’ATP. La forte demande en ATP ainsi créée va 

stimuler la capture du glucose sanguin et la glycolyse astrocytaire. Le glucose sera transformé 

en pyruvate puis en lactate pour être finalement libéré par les astrocytes et prélevé par les 

neurones (Figure 26). 
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Cet effet métabolique ne serait pas dû aux récepteurs du glutamate mais aux transporteurs du 

glutamate, EAAT1-5 (Pellerin and Magistretti, 1994). 5 sous-types de transporteurs d'acides 

aminés excitateurs ont été clonés jusqu'à présent, ils présentent des structures, des fonctions et 

des profils d'expression bien distincts (Arriza et al., 1994 ; Kanai, 1997). Ces transporteurs 

régulent étroitement le niveau de glutamate extracellulaire au sein de la fente synaptique afin 

de garantir une transmission fidèle de l'influx nerveux et prévenir des dommages causés par 

l'activation excessive des récepteurs au glutamate (Hajós et al., 1986 ; Nicholls and Attwell, 

1990 ; Rothstein et al., 1996).  

 

 

 

Figure 26 : Hypothèse historique de la navette du lactate : activation de la 

glycolyse astrocytaire par le glutamate 

 

Le glutamate libéré au niveau de la synapse dépolarise le neurone postsynaptique avant d'être 

capturé par les astrocytes via un système de cotransport glutamate/Na
+
. L'entrée de Na

+
 active 

la pompe Na
+
/K

+
 ATPase qui consomme de l'ATP et stimule la glycolyse astrocytaire. Le 

lactate issu de la glycolyse est libéré dans l'espace extracellulaire puis capté par les neurones 

qui l'utilisent comme substrat énergétique. [Source : Pellerin et Magistretti 2012] 
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De nombreux travaux sont venus renforcer ou compléter l'hypothèse de Pellerin et 

Magistretti. L'invalidation des gènes des cotransporteurs Na
+
/Glutamate conduit à une 

diminution de l'utilisation de glucose lors d'une activation neuronale (Cholet et al., 2001 ; 

Voutsinos-Porche et al., 2003). Des études in vivo sont allées plus loin en montrant que 

l'augmentation d’utilisation du glucose est due à une activité glycolytique astrocytaire accrue 

(Chuquet et al., 2010). Le mécanisme qui permettrait de stimuler la capture de glucose 

sanguin en revanche demeure mal compris. 

Des recherches sur les réseaux astrocytaires (Rouach et al., 2008) viennent étoffer l’hypothèse 

initiale de la navette du lactate. L’accroissement de l’activité glutamatergique entraînerait une 

augmentation de l’apport énergétique par le lactate, non seulement au niveau des synapses 

actives, mais aussi dans les neurones environnants. Ce phénomène est rendu possible grâce à 

l'étendue du réseau astrocytaire au sein duquel les jonctions communicantes permettent la 

diffusion des substrats énergétiques aux astrocytes voisins (Giaume et al., 2010 ; Houades et 

al., 2008). Ainsi l’augmentation de la capture du glucose et la production de lactate par les 

astrocytes auraient lieu sur toute une région autour du site initial de libération et de recyclage 

du glutamate et/ou du K
+
. 

En plus d'augmenter la capture du glucose par les astrocytes, le glutamate inhiberait le 

transport de glucose dans les neurones (Porras et al., 2004, 2008). L'augmentation de la 

concentration en lactate lors de l’activité neuronale et sa conversion en pyruvate dans les 

neurones entraîne une réduction de NAD en NADH (Williamson et al., 1967). Cette 

modification de l'état redox de la cellule inhiberait aussi la glycolyse (Cerdán et al., 2006 ; 

Ramírez et al., 2007). Ainsi, en période d'activité neuronale, le transport et l'utilisation directe 

du glucose par les neurones serait inhibés au profit du lactate². 

Toutefois, des études récentes montrent que la stimulation de la glycolyse astrocytaire par le 

glutamate possède une cinétique relativement lente (Bittner et al., 2011 ; Caesar et al., 2008 ; 

Choi et al., 2012). Ce mécanisme interviendrait sur le long terme. Le potassium, libéré dans la 

fente synaptique pendant une transmission neuronale, stimulerait très rapidement la glycolyse 

astrocytaire et ce de manière réversible. Il est donc possible que plusieurs mécanismes aux 

cinétiques différentes interviennent dans le fonctionnement de la navette du lactate (Choi et 

al., 2012). 
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L'hypothèse selon laquelle le lactate serait la principale source d'énergie consommée par le 

neurone est remise en question dans une publication de Simpson et al. (Simpson et al., 2007 ; 

Sokoloff et al., 1977). En modélisant les caractéristiques cinétiques et les concentrations 

cellulaires respectives des transporteurs du glucose et du lactate dans les neurones et dans la 

glie, l'étude conclue que le lactate interstitiel résulterait de l'excès de la glycolyse neuronale 

plutôt qu'astrocytaire. 

  

Il est tout à fait envisageable qu'à l'état basal, le glucose soit capturé et métabolisé dans les 

neurones et que l'approvisionnement en lactate par les astrocytes ait lieu essentiellement en 

période de haute demande énergétique (Serres et al., 2008 ; Simpson et al., 2008). Par ailleurs, 

le lactate astrocytaire peut provenir de différentes sources. 

 

2. Les astrocytes assurent la recapture du glutamate issu de l'activité synaptique 

 

 La concentration extracellulaire de glutamate doit être finement contrôlée afin de ne 

pas dépasser un seuil critique au-delà duquel il s'avère toxique pour les cellules (Rothstein et 

al., 1996). 

En 1994, Luc Pellerin et Pierre Magistretti émettent l'hypothèse que l'ATP requis pour le 

recyclage du glutamate (cf. Partie I.A.2.b) est fourni par la glycolyse astrocytaire (Pellerin 

and Magistretti, 1994). En effet, la membrane des astrocytes présente des transporteurs de 

haute affinité pour le glutamate GLT-1 
60

et GLAST
61

 (Cholet et al., 2001 ; Danbolt, 2001 ; 

Rothstein et al., 1994). De plus, le recyclage du glutamate implique sa transformation en 

glutamine, or l'astrocyte est le seul type cellulaire à posséder l’enzyme qui catalyse cette 

réaction : la glutamine synthétase (Martinez-Hernandez et al., 1977). De fait, la grande 

majorité du glutamate capté par les astrocytes (~80%) est transformée en glutamine 

(McKenna et al., 1996). La glutamine est alors libérée dans l'espace extracellulaire puis 

capturée par les neurones via leur transporteurs EAAC1 et EAAT4
62

 (Rothstein et al., 1994 ; 
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 GLT-1 : GLial glutamate Transporter 1 
61

 GLAST : GLutamate ASpartate Transporter 
62

 EAAT4 : Excitatory AminoAcid Ttransporter 4 
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Yamada et al., 1996). Une fois dans le cytosol des neurones, une glutaminase retransformera 

la glutamine en glutamate (Bröer and Brookes, 2001).  

 

3. Contrairement aux neurones, les astrocytes possèdent des réserves de 

glycogène 

 

 L'accumulation de glycogène dans les neurones est pathologique (Duran et al., 2012). 

Bien qu'ils possèdent l'équipement enzymatique nécessaire à sa synthèse, la production du 

glycogène est empêchée par le maintien permanent de l'enzyme, impliquée dans sa formation, 

la MGS
63

, dans un état phosphorylé inactif (Vilchez et al., 2007). 

Il n'en est pas de même chez les astrocytes qui détiennent les principales réserves de 

glycogène cérébral ainsi que l'enzyme qui permet sa dégradation : la glycogène phosphorylase 

(Brown, 2004 ; Cataldo and Broadwell, 1986 ; Koizumi, 1974 ; Pfeiffer-Guglielmi et al., 2003 

; Phelps, 1972). 

Cette réserve d’énergie peut être mobilisée par différents modulateurs (la noradrénaline, le 

VIP, l’adénosine ou même l’élévation de potassium extracellulaire) (Choi et al., 2012 ; Hof et 

al., 1988 ; Magistretti et al., 1981, 1993). 

La technique de spectroscopie RMN du carbone 13 appliquée chez le rongeur a permis de 

constater qu'en condition basale, le métabolisme du glycogène est lent dans le cerveau 

(Gruetter, 2002). L'utilisation des réserves de glycogène astrocytaire est stimulée par l'activité 

neuronale (Cruz and Dienel, 2002; Swanson, 1992) et l'insuffisance en substrat énergétique 

(Choi et al., 2003 ; Lewis et al., 1974). Des travaux menés sur culture cellulaire de nerf 

optique ont également montré que les stocks de glycogène astrocytaire augmentait la survie 

neuronale et les fonctions axonales en cas de déprivation de glucose (Brown et al., 2005 ; 

Swanson and Choi, 1993 ; Wender et al., 2000). 

 Des études in vitro ont suggéré par la suite que le lactate ou le pyruvate dérivé du glycogène 

astrocytaire pouvait être utilisé par les neurones pour le métabolisme oxydant (Brown et al., 

2005 ; Dringen et al., 1993a ; Poitry-Yamate et al., 1995 ; Tekkök et al., 2005) et que l'activité 

neuronale stimulait la glycogénolyse astrocytaire, conduisant à une production de G6P (Hertz 
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 MGS : Muscular Glycogen Synthase 
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et al., 2007). Les réserves en glycogène des astrocytes servent aussi à assurer leurs propres 

besoins énergétiques (Dienel and Cruz, 2004 ; Swanson, 1992).  

 

En plus de fournir l'ATP et les composants essentiels à l'anabolisme, le métabolisme du 

glucose permet la protection contre le stress oxydant. Ici encore, une collaboration entre les 

différents types cellulaires est requise. 

 

4. La protection contre le stress oxydant nécessite une collaboration entre les 

deux types cellulaires 

 

a. La respiration neuronale produit des dérivés actifs de l'azote et de l'oxygène 

 

 Les cellules du cerveau consomment environ 20% de l'oxygène utilisé par le corps, les 

ROS
64

, qui sont générées en permanence durant le métabolisme oxydant, sont donc produites 

en grande quantité. 

Certaines cellules du cerveau produisent également du NO
65

 à partir de la NOS
66

 (Murphy et 

al., 1993 ; Palmer et al., 1988). Dans les neurones, le NO est produit transitoirement via 

l'activation Ca
2+

-calmoduline-dépendante de la NOS1. Dans les cellules gliales, sa synthèse 

nécessite l'expression transcriptionnelle de la NOS2 inductible qui, contrairement à l'isoforme 

neuronale, est Ca
2+

-calmoduline indépendante (Murphy et al., 1993). 

Le NO joue de nombreux rôles physiologiques comme par exemple la modulation de la 

transmission synaptique ou le couplage neurovasculaire (Duchemin et al., 2012). En 

revanche, une production excessive de ce composé est impliquée dans des phénomènes 

d'excitotoxicité suite à l'activation persistante des récepteurs postsynaptiques du glutamate 

(Garthwaite et al., 1988 ; Schulz et al., 1995). En effet, la stimulation anormale ou excessive 

de ces récepteurs, principalement le sous-type NMDA, va provoquer une accumulation de 

                                                 
64
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 NO : Nitric Oxide 
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 NOS : Nitric Oxide Synthase 
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calcium intracellulaire qui va activer la NOS neuronale et générer une forte production de 

NO.  

Le NO réagit spontanément avec l'anion superoxyde, principalement produit par la chaîne 

respiratoire (Murphy, 2009). Ils vont former du peroxynitrite (ONOO
−
) (Blough and Zafiriou, 

1985), composé qui est rapidement protoné à pH physiologique et dont la décomposition 

conduit à la formation d'espèces chimiques pro-oxydantes (Beckman et al., 1990 ; Bolaños et 

al., 1997). 

Le NO et ses dérivés participent à la neurotoxicité par des mécanismes d'altération de l'ADN 

(Zhang et al., 1994), de peroxydation lipidique (Radi et al., 1991) et de dysfonctions 

mitochondriales (Bolaños et al., 1997). Cette série d'événements est collectivement désignée 

comme stress nitrosatif et est supposée tenir un rôle majeur dans les processus de 

neurodégénérescence (Knott et al., 2008). 

  

La détoxification du cerveau est une tâche essentielle dans laquelle le glutathion joue un rôle 

prédominant. Il est impliqué dans l'évacuation des peroxydes et la protection contre les ROS. 

En coculture, les cellules gliales protègent les neurones contre la toxicité de nombreux 

composés. Cette protection serait permise par un approvisionnement en précurseur de 

glutathion (Dringen, 2000). 

 

b. Les réserves antioxydantes des neurones sont limitées 

 

 Le GSH est l'antioxydant le plus abondant chez les mammifères. Il est synthétisé en 

deux étapes successives. La première réaction est cinétiquement limitante ; elle est catalysée 

par la GCL
67

 qui nécessite une molécule d'ATP pour synthétiser la γ-glutamylcystéine 

(Dringen, 2000). Lors de la seconde étape, une glycine est liée à la γ-glutamylcystéine par la 

glutathion synthétase pour former le GSH (Figure 28). 
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Figure 28 : Voie de production et d'élimination des ROS 

 

Dans la mitochondrie, le catabolisme oxydant produit des ions superoxydes à l'origine du 

stress oxydant. Ces anions sont transformés en peroxyde d'hydrogène par une première 

réaction catalysée par la superoxyde dismutase puis réduits en H2O grâce à l'oxydation du 

glutathion. Le glutathion est régénéré (i.e. réduit) grâce au NADPH produit par la voie des 

pentoses phosphates. Les enzymes sont indiquées en vert. GSH : glutathion réduit ; GSSG : 

glutathion oxydé (disulfure). [Source : Dröge, 2002] 

 

 

 

Le GSH est connu pour son rôle neuroprotecteur (Bolaños et al., 1996). Il est utilisé comme 

cofacteur lors de l'inactivation du peroxyde d'hydrogène par la GR
68

 (Dringen, 2000). Bien 

qu'il soit synthétisé dans le cytosol, le GSH peut être transporté dans des organites comme la 

mitochondrie où il exerce une défense importante contre les dommages causés par le stress 

nitrosatif sur l'ADN, les lipides et les protéines (Heales and Bolaños, 2002).   

Des expériences menées sur des neurones en culture ont montré que ces derniers mourraient 

rapidement lorsqu'ils étaient incubés avec des espèces réactives de l'azote et de l'oxygène 

(Bolaños et al., 1996) à moins qu'on ne leur fasse artificiellement surexprimer la GCL (Diaz-

Hernandez et al., 2005). En effet, l'activité enzymatique et la concentration de la GCL sont  

plus faibles dans les neurones (Diaz-Hernandez et al., 2005 ; Makar et al., 1994) que dans les 

astrocytes (Ben-Yoseph et al., 1994 ; Makar et al., 1994) et conduisent à une concentration en 
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GSH moitié moins importante (Bolaños et al., 1995 ; Makar et al., 1994 ; Sagara et al., 1993). 

Ainsi, la faible abondance de GSH dans les neurones leur confère une fragilité antioxydante. 

 

 

Une protection contre les molécules oxydantes est apportée lorsque les deux types cellulaires 

sont mis en culture ensemble. Cette protection serait permise par un approvisionnement des 

neurones en précurseurs de la γ-glutamylcystéine afin qu'ils synthétisent du GSH (Bolaños et 

al., 1995 ; Dringen et al., 1999 ; Sagara et al., 1993).  

 

 

 
 

Figure 29 : Rôle des astrocytes dans la protection des neurones contre le stress 

oxydant  

 

La neurotransmission génère une production de ROS accrue dans les mitochondries des 

neurones. L'activation de récepteurs glutamatergiques astrocytaires induit l'expression de 

gènes antioxydants. Ces gènes vont permettre la synthèse de précurseurs du glutathion qui 

seront transportés jusqu'aux neurones pour lutter contre le stress oxydant. [Source : Adapté de 

Bolaños, 2016] 
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c. Le métabolisme du glucose protège du stress oxydant via la voie des 

pentoses phosphates 

 

 Dans des neurones en culture, l'inhibition de la PPP sensibilise à l'oxydation du 

glutathion et à la mort apoptotique tandis que la stimulation de cette voie confère une 

résistance au stress nitrosatif. La GPD est rapidement activée par le péroxynitrite via un 

mécanisme qui régule positivement l'activité PPP et augmente la capacité des neurones à 

régénérer le GSH à partir du GSSG
69

 (García-Nogales et al., 2003).  

La glycolyse et la PPP sont connectées au niveau du G6P (voir Figure 22 et chapitres I.B.1.b 

et I.B.1.c de l'introduction). De récentes études révèlent que les neurones peuvent inhiber leur 

glycolyse pour utiliser préférentiellement le glucose via la PPP. Cette inhibition est permise 

par la dégradation continue de la PFKFB3
70

, dont le produit (le F2,6BP
71

) est un effecteur 

allostérique positif de la glycolyse (Bolaños and Almeida, 2010).  

Ainsi, la fragilité antioxydante des neurones peut être compensée par la stimulation de la PPP 

au détriment de la glycolyse. La faible utilisation du glucose via la glycolyse est essentielle 

pour le statut antioxydant des neurones et peut être couplée à l'oxydation mitochondriale de 

substrats alternatifs, comme le lactate, pour subvenir aux besoins énergétiques des cellules. 

 

Le glucose sanguin permet de couvrir la quasi-totalité de la forte demande énergétique 

cérébrale. En plus d'être compartimenté au sein des cellules, le métabolisme du glucose met à 

contribution différents types cellulaires en étroite relation. 

L'altération d'un des compartiments et/ou d'un des types cellulaires mis en jeu peut conduire à 

des dysfonctions cérébrales associées à des pathologies neurologiques comme la maladie 

d'Alzheimer (Iadecola, 2004). 
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Schéma bilan : Métabolisme du glucose neuronal en condition normale 

 
Le glucose est transporté dans la cellule grâce aux GluTs, puis est rapidement phosphorylé par 

l'HK. Le G6P est au carrefour entre glycolyse, voie des pentoses phosphates et 

néoglucogenèse. Cette dernière voie est très peu empruntée dans les neurones car l'enzyme qui 

en est responsable est constamment dégradée. La glycolyse fournit de l'ATP et une partie du 

pyruvate nécessaires à la phosphorylation oxydante mitochondriale. La voie des PPP fournit 

du GSH, un puissant antioxydant qui limite la toxicité des ROS et du MG. La OGlcNA utilise 

2 à 5% de l'énergie produite par le métabolisme du glucose et permet la modification 

dynamique des protéines. Le MG est généré par une glycolyse excessive et conduit à la 

formation d'AGEs toxiques pour la cellule. Dans la mitochondrie, le cycle de Krebs fournit les 

coenzymes qui permettront la création d'un gradient de protons au sein de la chaîne 

respiratoire. L'ATP-synthase pourra alors produire l'ATP nécessaire à la haute demande 

énergétique des neurones. Le rôle des astrocytes dans le métabolisme neuronal n'est pas 

représenté ici. Les enzymes sont indiquées en vert, les coenzymes en rose et les intermédiaires 

métaboliques en noir (se reporter à la liste p.16-17 pour les abréviations). 
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II. Le métabolisme du glucose est altéré dans la pathologie Alzheimer 

 

 Touchant plus de 35 millions de personnes dans le monde, la MA est la plus commune 

des maladies neurodégénératives. Cette démence liée à l'âge se manifeste par une perte 

progressive des capacités cognitives et de la mémoire. La pathologie se caractérise par des 

dysfonctionnements synaptiques et une dégénérescence neuronale associés à une 

accumulation cérébrale de peptides amyloïdes bêta (Aβ) conduisant à la formation de plaques 

insolubles et à l'apparition plus tardive d'enchevêtrements neurofibrillaires (NFT
72

).  

Les avancées de la recherche sur la MA constituent un enjeu sociétal majeur car d'ici 2050, 

plus de 115 millions de personnes seront touchées par la pathologie (Povova et al., 2012 ; 

Alzheimer's Disease International, 2015). En raison du manque de connaissance des 

mécanismes qui initient la maladie et génèrent sa propagation, les patients sont uniquement 

traités par des thérapies symptomatiques peu efficaces.  

 

A. Caractéristiques anatomopathologiques de la maladie d'Alzheimer 

 

C'est en 1906, lors d'un congrès à Tübingen, qu'Alois Alzheimer décrit pour la première fois 

les symptômes associés aux démences (Berchtold and Cotman, 1998 ; Zilka and Novak, 

2006). L'étude post mortem du cerveau d'un de ses patients permet au psychiatre d'identifier 

une atrophie du cortex et la présence d'amas neurofibrillaires (NFT) et de plaques séniles. Ces 

deux derniers signes se sont avérés suffisamment caractéristiques pour garantir le diagnostic 

de la démence sénile bientôt renommée maladie d'Alzheimer (Figure 30). 

 

1. Périodes cliniques et évolution de la pathologie 

 

 Si la majeure partie des cas de MA est sporadique, il existe des facteurs de 

prédisposition génétique. Cependant moins de 1% des cas est concerné par cette forme de MA 

dite familiale (Campion et al., 1999 ; Sandbrink et al., 1996).  
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http://www.sciencedirect.com.insb.bib.cnrs.fr/science/article/pii/S0301008213000531#bib0030


91 

 

Comme le tableau clinique de la MA est très hétérogène et puisqu'il n'existe pas de test 

spécifique, le diagnostic clinique de la MA est annoncé par le médecin comme "probable" et 

ne se verra confirmé qu'après examen histopathologique du cerveau à l'autopsie.  

L'apparition clinique de la MA peut être divisée en 3 grandes périodes : préclinique, MCI
73

 et 

démence (Dubois et al., 2014 ; McKhann et al., 2011). La durée de chacune d'elle est de 

l'ordre de la décennie.  

 

 

 

Figure 30 : Lésions caractéristiques de la MA visualisées par 

immunohistochimie sur tranche de cortex 

 

A. Plaques séniles principalement constituées de dépôts amyloïdes. B. NFT 

principalement composés de protéines Tau hyperphosphorylées, formant des corps 

d’inclusion à l'intérieur des neurones.  [Source : Armstrong, 2009] 

 

 

 

2. Accumulations protéiques constituant les lésions spécifiques de la MA 

 

 Le cerveau atteint de la MA est caractérisé par la présence de deux types de lésions : 

les plaques amyloïdes, qui sont des agrégats extracellulaires de protéine Aβ (Glenner and 
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Wong, 1984) et les NFT intracellulaires, principalement composés de protéines Tau 

hyperphosphorylées (Figure 30) (Goedert et al., 1992 ; Iqbal et al., 2016).  

Les accumulations protéiques précèdent l'apparition des symptômes. Une fois ces processus 

enclenchés, ils progressent de façon immuable sans qu'aucune rémission ne soit possible. La 

déposition d'Aβ débute dans le néocortex tandis que l'accumulation de neurofibrilles est 

initiée dans la région transentorhinale (Figure 31). Les dépôts protéiques vont ensuite 

progresser et se propager à d'autres régions corticales en suivant une séquence stéréotypée 

provoquant une lente progression des symptômes cliniques. 

Au cours des années 90, les époux Braak ont récolté des données sur plus de 2 600 cerveaux 

humains. Ils ont établi une classification des différentes étapes de la pathologie en fonction de 

la progression des lésions respectivement liées aux protéines Tau et Aβ (Thal and Braak, 

2005). Cette classification associe chaque période à un stade qui reflète la gravité de la 

pathologie. Les stades A à C représentent l'évolution des dépôts amyloïdes tandis que les 

stades I à VI marquent l'évolution des lésions neurofibrillaires intraneuronales (Figure 31). 

Aux stades III et IV, une sévère destruction du cortex est déjà observable bien qu'elle soit 

restreinte aux régions entorhinales et adjacentes. Ce stade correspond à l'apparition des 

premiers symptômes cliniques tandis que les stades V et VI correspondent à un niveau avancé 

de la MA (Braak and Braak, 1997). 

 

3. Recherche de la pathogenèse de la MA 

 

 Basée sur les signes anatomopathologiques, l'hypothèse la plus communément admise 

concernant la pathogenèse de la MA est celle de la cascade amyloïde (Hardy et al., 2014 ; 

Querfurth and LaFerla, 2010 ; Spires-Jones and Hyman, 2014 pour revue). Cette hypothèse 

stipule que le clivage anormal du précurseur de la protéine amyloïde, l'APP
74

, est l'événement 

clef dans le développement de la maladie. Il conduirait à la surproduction de fragments plus 

longs (principalement Aβ40 et Aβ42), s’associant entre eux pour former des oligomères qui, 

s'ils ne sont pas correctement éliminés par l'organisme (Karamanos et al., 2015), s'agrègeront 

en plaques macroscopiques dans le milieu extracellulaire (Figure 32) (Mattson, 2002). 
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Figure 31 : Stades de Braak associés à la progression des lésions 

d'accumulations protéiques dans la MA 

 

Les dépôts amyloïdes apparaissent dans les régions faiblement myélinisées du néocortex 

basal puis s'étendent aux régions adjacentes et à l'hippocampe pour éventuellement infiltrer 

l'ensemble des aires corticales (Stades A-C). Les lésions intraneuronales se développent 

initialement dans la région transentorhinale, puis progressent de façon prévisible jusqu'aux 

autres régions corticales (Stades I et VI). [Source : Adapté de Braak and Braak, 1997] 

 

 

L'hypothèse de la cascade amyloïde a été fortement renforcée par le fait que les formes 

familiales de la MA sont liées à des mutations dans les gènes codant pour l'APP ou les 

enzymes impliquées dans le clivage de l'APP comme les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2) 

(Figure) (Schellenberg and Montine, 2012 ; Tanzi et al., 1996). En outre, l'étude du niveau 

d'Aβ et de protéine Tau contenu dans le LCS
75

 de patients révèle que le métabolisme anormal 

d'Aβ précède la pathologie associée à Tau et la dégénérescence neuronale qui en découle 
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(Buchhave et al., 2012) bien que la relation de cause à effet entre ces deux anomalies ne soit 

pas claire. 

Ainsi, un très grand nombre d'études a été mené sur l'hypothèse amyloïde (Hardy et al., 2014 ; 

Hardy and Higgins, 1992 ; Selkoe, 1991) et l'hyperphosphorylation de la protéine Tau 

(Arriagada et al., 1992 ; Grundke-Iqbal et al., 1986 ; Ihara et al., 1986 ; Patrick et al., 1999) et 

a servi de base au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Barage and 

Sonawane, 2015 ; Hardy and Selkoe, 2002 ; Lane et al., 2012 ; Salomone et al., 2012). 

Cependant, jusqu'à présent, les immunothérapies capables de réduire significativement les 

plaques n'ont pas empêché la progression de la maladie (Holmes et al., 2008). La plupart des 

essais cliniques ciblant l'élimination des dépôts Aβ a peu amélioré les fonctions cognitives des 

patients (Gravitz, 2011 ; Holmes et al., 2008). Les traitements basés sur la pathologie associée 

à Tau ne se sont pas avérés plus efficaces (Gozes, 2010 ; Medina, 2011 ; Pritchard et al., 

2011). Cela est très certainement dû à une prise en charge trop tardive des patients à un stade 

où les dommages sont déjà irréversibles. 

Ceci pousse à reconsidérer les hypothèses sur la pathogenèse de la MA (Skaper, 2012 ; Teich 

and Arancio, 2012). Un nombre croissant d'indices indique que les mécanismes responsables 

de la pathogenèse de la MA et de sa progression sont hétérogènes et multifactoriels, 

spécifiquement dans le cas des formes sporadiques de la MA (Herrup, 2015). Comprendre ces 

mécanismes pourrait permettre un diagnostic plus précoce de la pathologie et fournir de 

nouvelles pistes thérapeutiques. 

Dans cette optique, les avancées technologiques de la neuro-imagerie ont permis d'explorer 

les relations entre le métabolisme énergétique, le début de la MA et sa progression. Elles ont 

conduit à l'établissement de nouveaux biomarqueurs fiables afin d'établir un diagnostic plus 

précoce de la MA.  
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Figure 32 : Le clivage anormal de l'APP conduit à la production du peptide 

amyloïde 

 

La protéine précurseur de l'amyloïde (APP) est normalement clivée par une protéase 

extracellulaire appelée l’α-sécrétase. Ce clivage libère un fragment extracellulaire soluble 

(sAPPα). Un second clivage est réalisé au sein de la membrane par un complexe protéique 

appelé γ-sécrétase. La sous-unité catalytique de cette sécrétase est une préséniline, codée 

par le gène PSEN1 ou PSEN2. Ce second clivage libère un peptide intracellulaire (AICD) 

en plus du peptide résiduel compris entre les coupures des α- et γ-sécrétases (en rouge, à 

gauche). Si le clivage extracellulaire est réalisé par une β-sécrétase, il produira un plus petit 

fragment extracellulaire : sAPPβ. Le second clivage par la γ-sécrétase libèrera un fragment 

extracellulaire plus long (40 à 42 acides aminés) : le peptide amyloïde β (Aβ). Ce fragment 

s'agrègera sous forme d'oligomère puis de plaques macroscopiques caractéristiques de la 

MA. [Source : Lublin and Gandy, 2010] 
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B. Etude de la MA grâce aux techniques d'imagerie cérébrale 

 

1. Outils d'imagerie cérébrale utilisés dans le contexte de la MA 

 

a. Imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle 

 

 En fournissant des images anatomiques du cerveau (Figure), l'IRM
76

 permet d'évaluer 

les changements structurels intervenant dans les processus neurodégénératifs comme la MA. 

L’IRMf permet de visualiser l'activité cérébrale de manière indirecte, grâce à l'enregistrement 

des variations hémodynamiques. La localisation des régions cérébrales activées est basée sur 

l'effet BOLD
77

 (Ogawa et al., 1990 ; Schridde et al., 2008 ; Smirnakis et al., 2007), lié aux 

propriétés magnétiques de l’hémoglobine contenue dans les globules rouges du sang. En effet, 

l’oxyhémoglobine (diamagnétique) et la déoxyhémoglobine, (paramagnétique) se comportent 

différemment dans un champ magnétique. Lorsqu'un individu est soumis à un champ 

magnétique, la modification de l'oxygénation du sang va induire des inhomogénéités de 

champ magnétique qui sont détectées par l'appareil IRM.  

 

b. Spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire 

 

 La sRMN
78

 est également basée sur le phénomène de résonance magnétique nucléaire. 

Elle repose sur la propriété que possèdent les noyaux de certains atomes (comme le carbone 

13 ou l'hydrogène 1) d’émettre des signaux détectables quand ils sont placés dans un champ 

magnétique puissant et soumis à une impulsion de radiofréquence particulière, capable de le 

faire résonner. Cette technique permet d'évaluer la teneur en métabolites cérébraux (Figure 

33). 

La spectroscopie RMN a notamment été utilisée pour détecter la résonnance du 2DG ou le 

2DG6P marqué au carbone 13 et estimer les flux métaboliques in vivo (Cohen et al., 2002 ; 

Pan et al., 2001 ; Shulman, 2004). Cependant, la faible sensibilité de cette technique limite 
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son application (Zu et al., 2014), seuls les métabolites présents en concentration suffisamment 

grande pourront être détectés par les scanners. 

 

 

 

 

Figure 33 : Etude de marqueurs de l'intégrité cellulaire et du métabolisme par 

spectroscopie RMN du proton
 1

H 

 

A. Localisation du placement des voxels pour l'étude par spectroscopie RMN sur une IRM 

cérébrale parasagittale. B. Spectre des protons observables en spectroscopie RMN. N-acetyl 

aspartate [NAA] : marqueurs de l'intégrité neuronale ; myo-Inositol [mI] : marqueurs de 

l'intégrité gliale ; Créatine [Cr] : produits du métabolisme énergétique ; Glutamate et 

glutamine [Glx] et Choline [Cho] : transmission synaptique ; ppm : partie par million. 

[Source : Lin and Rothman, 2014] 

 

 

c. Imagerie du tenseur de diffusion 

 

 Basée sur la technique de RMN, la DIT
79

 exploite la diffusion des protons contenus 

dans les molécules d'eau pour générer des images par contraste (Jonckers et al., 2015). Le 

coefficient de diffusion dépend des contraintes exercées sur les molécules d'eau (Nicholson 

and Syková, 1998), il varie donc selon la structure de l'espace extracellulaire des différents 
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tissus. Cette technique permet de cartographier les fibres de la substance blanche in vivo. Elle 

est également utilisée pour évaluer les lésions axonales et les démyélinisations. 

  

 Ainsi, les outils d'imagerie IRM sont largement utilisés pour évaluer les structures et 

les fonctions cérébrales et la distribution des métabolites. Ils apportent des informations 

physiologiques sur la circulation du LCS, le volume et le débit sanguin cérébral ou encore la 

perfusion des tissus étudiés (Denic et al., 2011). L'avantage majeur est que ces techniques 

sont non invasives et ne nécessitent pas de ligand radioactif (contrairement à la TEP).  

 

d. TEP 

 Avant que l'imagerie RMN ne se répande, la TEP était la méthode la plus utilisée pour 

mesurer les différents aspects de la physiologie des fonctions cérébrales in vivo (Fox and 

Raichle, 2007 ; Phelps, 2000). Aujourd'hui, elle est essentiellement utilisée pour diagnostiquer 

les tumeurs, les ischémies et les démences. 

La TEP mesure les émissions d'un composé radiomarqué métaboliquement actif qui a été 

préalablement injecté dans la circulation sanguine ou inhalé. Les radio-isotopes émetteurs de 

positrons sont généralement produits par un cyclotron ; les composés chimiques d'intérêt sont 

ensuite marqués avec ces atomes radioactifs. Le composé marqué, appelé radiotraceur, est 

injecté dans la circulation sanguine où il va gagner le cerveau. En se désintégrant dans le 

tissu, le composé radioactif va émettre des positrons qui vont immédiatement se combiner à 

des électrons d'atomes alentour. Ils vont s’annihiler en produisant deux photons γ à haute 

énergie qui seront émis dans des directions opposées. Une caméra va détecter les coïncidences 

des photons γ émis (Figure 34). Ainsi, les scanners détectent la radioactivité de l'agent qui se 

décompose. Le traitement informatique des données d'émission permet ensuite la 

reconstitution d'une image tridimensionnelle de la distribution du radiotraceur dans le 

cerveau. 

En fonction du traceur radioactif utilisé, cette technique permet de visualiser la synthèse de 

protéines, la distribution de récepteurs, les flux cérébraux sanguins ou encore l'utilisation du 

glucose et de l'oxygène. L'oxygène-15, le fluor-18 et le carbone-11 sont les radiotraceurs les 
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plus communs. Ces isotopes peuvent être intégrés dans diverses molécules organiques comme 

les molécules d’eau, le dioxygène, le glucose ou même des agonistes et antagonistes de 

récepteurs cérébraux. Une large gamme de ligands est utilisée pour cartographier différents 

aspects de l'activité neuronale.   

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : La TEP utilise une molécule biologique marquée par un radio-

isotope émetteur de positrons 

 

Un traceur radioactif émetteur de positrons (e
+
) à courte demi-vie est administré par voie 

intraveineuse ou aérienne et diffuse dans les tissus. L’imagerie TEP se base sur la détection 

des photons γ émis à la suite de la désintégration des éléments radioactifs dans les tissus 

[Source : Phelps, 2000] 

 

 

Historiquement, le glucose marqué au carbone 14 a été le premier radioligand employé pour 

étudier le métabolisme du glucose chez le rat. La rétention du composé était alors déterminée 

par autoradiographie ex vivo (Sokoloff et al., 1977). Aujourd'hui, le glucose marqué au Fluor 

18, le FDG
80

 est de loin l'isoforme la plus utilisée pour l'étude in vivo du métabolisme du 

glucose (Reivich et al., 1979). Elle permet d'évaluer à la fois le transport du glucose et sa 

phosphorylation consécutive lors de la glycolyse (Phelps et al., 1979) (cf. partie 1, I.A.1. et 

                                                 
80

 FDG : [
18

F]-FluoroDeoxyGlucose 
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I.B.1.). Le 18F-FDG a été amplement usité pour étudier les fonctions cellulaires et l'activité 

métabolique, particulièrement pour le diagnostic et l'évaluation des cancers (Gambhir, 2002) 

et des maladies neurodégénératives comme la MA (Nordberg et al., 2010). Le PiB
81

 est 

également un radioligand très largement employé pour évaluer la charge amyloïde dans le 

cerveau (Klunk et al., 2004 ; Sperling et al., 2009). L'utilisation combinée du FDG et du PiB 

est une des approches les plus courantes pour mesurer à la fois l'énergie métabolique cérébrale 

(Leon et al., 1983 ; Minoshima et al., 1997 ; Small et all., 1995b) et la pathologie amyloïde 

(Bacskai et al., 2003 ; Jack et al., 2008 ; Klunk et al., 2004) dans le cadre de la MA. 

 Si les résolutions spatiales se valent entre l'IRM, la TEP (de l’ordre du millimètre), la 

résolution temporelle de l’IRMf (de l'ordre de la seconde) reste meilleure. En effet, la TEP 

dépend de la demi-vie du marqueur radioactif utilisé (O
15

 120 secondes, C
11

 20 minutes et 

F
18

 120 minutes) et la décroissance rapide de la radioactivité limite la durée d'utilisation de 

cette technique à des études courtes.  

 

2. Biomarqueurs utilisés pour l'étude de la MA par imagerie fonctionnelle 

 

 Les biomarqueurs sont des indicateurs mesurables qui aident à évaluer la progression 

de la MA et son diagnostic. Le processus physiopathologique démarrant bien avant les 

premiers symptômes cliniques, s'aider de biomarqueurs offre à la fois l'opportunité de 

diagnostiquer précocement la pathologie, de prédire la transition MCI à MA ainsi que la 

progression de la MA (Bateman et al., 2012). L'amélioration des modalités d'imagerie ont 

permis de rechercher des biomarqueurs de plus en plus variés pour la MA. 

 

a. Dépôts amyloïdes et protéines Tau hyperphosphorylées 

 

Dans la MA, l'imagerie fonctionnelle par TEP a été largement utilisée pour examiner les 

dysfonctions neuronales et les dépôts amyloïdes (Albert et al., 2011). 

TEP et quantification des plaques amyloïdes 

                                                 
81
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 L'hypothèse de la cascade amyloïde a motivé le développement de radiotraceurs 

capables de se lier aux plaques amyloïdes et d'imager, par-là, la charge amyloïde cérébrale. 

En 2004, Klunk et son équipe ont démontré l'affinité d'un radioligand pour les plaques 

amyloïdes. Développé à l'université de Pittsburgh (Klunk et al., 2004), le PiB est un dérivé de 

la thioflavine-S marquée au carbone 11 qui possède une affinité de l'ordre du nanomolaire 

pour les espèces fibrillaires de l'amyloïde. Il a permis aux chercheurs et aux cliniciens de 

suivre in vivo l'évolution de la charge amyloïde chez les patients (Sperling et al., 2009 ; 

Villemagne et al., 2013). De nouveaux traceurs ont été développés ces dernières années ; 

basés sur l'isotope 18 du fluor, leur demi-vie est au moins deux fois plus longue que les 

espèces dérivées du carbone 11 (Barthel et al., 2011 ; Fleisher et al., 2011 ; Villemagne et al., 

2012). 

La présence de dépôts amyloïdes n'est pas spécifique des sujets atteints de la MA ; les 

personnes saines, d'âge moyen, peuvent présenter une rétention du PiB qui augmente avec le 

vieillissement naturel (De Meyer et al., 2010). Chez les patients atteints de la MA en 

revanche, la rétention du PiB est plus importante (Figures 35 et 37) et augmente fortement 

ave la progression de la maladie (Del Sole et al., 2016 ; Forsberg et al., 2008 ; Okello et al., 

2009 ; Wolk et al., 2009). Une étude menée sur plus de 200 sujets a quantifié un niveau de 

rétention de 31% chez les sujets sains contre 69% chez les patients MCI et 97% chez les 

individus atteints de démence au même âge (Villemagne et al., 2011).  

L'accumulation de dépôts débute plusieurs années voir des décennies avant l'apparition des 

premiers symptômes (Bourgeat et al., 2010 ; Jansen et al., 2015 ; Mintun et al., 2006 ; 

Scheinin et al., 2009). Dans les formes familiales de la pathologie, l'Aβ commence à 

s'accumuler environ 16 ans avant le début du MCI et 21 ans avant la MA confirmée par 

autopsie (Fleisher et al., 2012). 

Bien que les dépôts amyloïdes soient corrélés avec le déclin cognitif, il est important de noter 

que certains individus développent un MCI sans charge amyloïde. La rapidité avec laquelle ils 

développeront une démence est alors moins importante que les individus MCI avec charge 

amyloïde (Jack et al., 2010). A l'inverse, certaines personnes âgées sans déficits cognitifs 

présentent des dépôts significatifs (Aizenstein et al., 2008) ; cependant, rien n'indique qu'elles 

ne vont pas développer la MA dans les années qui suivront l'étude. 



102 

 

 

 

 
 

 

Figure 35 : Quantification des plaques amyloïdes cérébrales par imagerie PiB-

TEP d'un sujet contrôle et d'un sujet atteint de la MA 

 

Images des valeurs standardisées de la rétention du PiB (SUV
82

) révélant une différence de 

rétention marquée entre le patient MA et le sujet contrôle. Chez le patient, le cortex frontal 

et le cortex temporopariétal sont particulièrement marqués, ce qui traduit une forte charge 

amyloïde dans ces régions cérébrales. [Source : Klunk et al., 2004] 

 

 

Ainsi, la détection d'Aβ cérébral ne permet pas d'établir un diagnostic définitif de la MA. Elle 

confirme une amyloïdose du cerveau qui peut conduire au développement de la MA ou d'une 

autre forme de démence.  
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TEP et quantification de la protéine Tau 

 Si le PiB se lie aux fibrilles amyloïdes avec une grande affinité, il n'en est pas de 

même pour les NFT (Maruyama et al., 2013). Des radioligands ont donc été développés ces 

dernières années (Chien et al., 2014 ; Fodero-Tavoletti et al., 2011 ; Hostetler et al., 2016) 

afin de suivre la progression de la déposition neuronale de la protéine Tau. L'accumulation de 

Tau mesurée par le 
11

C-PBB3 dans la région médio-temporale est corrélée avec l'atrophie 

corticale. Cela conforte l'hypothèse d'une toxicité directe des agrégats sur les neurones 

(Maruyama et al., 2013). 

Dans le but d'acquérir de nouvelles connaissances sur les processus toxicologiques 

intervenants lorsque Tau et Aβ interagissent, l'accumulation des fibrilles de protéine Tau 

formant les NFT est de plus en plus étudiée en complément de l'imagerie d'Aβ (Gordon et al., 

2016 ; Sperling et al., 2011). 

Ainsi, l'imagerie TEP permet de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques 

complexes sous-tendus dans la MA et sert à évaluer l'efficacité d'un traitement lors des 

immunothérapies anti-amyloïdes (Nordberg et al., 2010). 

 

b. Réduction du volume cérébral  

 

 Si l'imagerie TEP de Tau et Aβ génère un grand intérêt pour la communauté 

scientifique, des études d'IRM, menées par Walhovd et son équipe, montrent que de simples 

données morphométriques de l'hippocampe s'avèrent plus sensibles pour le diagnostic de la 

MA (Walhovd et al., 2010). 

L'atrophie corticale mise en évidence par IRM chez les patients de la MA (Figure 36) est 

associée au stade NFT de la pathologie. Son évolution progressive corrèle avec la sévérité de 

la maladie et avec la neurodégénérescence confirmée par histologie post mortem (Dickerson 

et al., 2012 ; Frisoni et al., 2009). Dans les premiers stades de la pathologie, chez les patients 

présentant des troubles de la mémoire, l'atrophie se limite à l'hippocampe, au cortex cingulaire 

postérieur et au cortex orbitofrontal. Avec la progression, des déficits cognitifs comme le 
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langage, les fonctions spatiales, visuelles et exécutives, l'atrophie s'étend aux régions 

néocorticales temporales, pariétales et frontales.  

L'atrophie générale du cerveau d'un patient atteint de la MA est en général deux fois plus 

importante que celui d'une personne âgée saine et les formes familiales de la MA sont plus 

sévèrement touchées que les formes sporadiques (Seo et al., 2011). Les études menées sur des 

jeunes adultes présentant des prédispositions génétiques pour la MA (porteurs de l'allèle ε4 de 

l'apolipoprotéine E (APOE) ou de la mutation E280A de la préséniline 1) révèlent que des 

anomalies d'IRM (structurelles et fonctionnelles) apparaissent des années avant le déclin 

cognitif et même avant la déposition amyloïde mesurée par TEP (Reiman et al., 2012). 

 

 

 

 
 

Figure 36 : IRM structurelle d'un sujet sain et d'un patient atteint de la MA 

 

La MA est associée à une atrophie de l'ensemble du cerveau et à un élargissement des 

ventricules. [Source : Dr P. Martínez-Lage, Fundacion CITA-Alzheimer, San Sebastian, 

Espagne] 

 

 

Actuellement, l'atrophie de l'hippocampe est utilisée comme un marqueur de progression de la 

pathologie. La littérature rapporte une réduction de 10% à 15% du volume de l'hippocampe 

chez les MCI par rapport aux sujets sains du même âge (Shi et al., 2009) et une réduction de 

15% à 40% chez les patients de la MA (Pantel et al., 1998). Au niveau de l'hippocampe, la 
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région CA1
83

 est particulièrement affectée (Boutet et al., 2014) or, c'est à ce niveau que les 

NFT se manifestent en premier lieu avant de se répandre dans l'intégralité de l'hippocampe. 

 

Ainsi, la morphométrie par IRM est un outil utile pour passer au crible les sujets à risque. Elle 

est considérée comme un biomarqueur des lésions neuronales chez les patients de la MA et 

les MCI mais n'a pas de rôle dans la définition préclinique de la pathologie (Albert et al., 2011 

; Dubois et al., 2016a). 

 

c. Altération de la connectivité structurelle et anatomique 

 

 Une diffusivité accrue traduisant des changements structurels de la substance blanche 

a été mise en évidence par DIT. Elle est particulièrement marquée dans les lobes temporaux et 

frontaux, le corps calleux et le cortex cingulaire postérieur entre autres (Sexton et al., 2011). 

La désorganisation topologique de la connectivité des réseaux dans la substance blanche (Lo 

et al., 2010) serait associée à la réduction des capacités cognitives chez les patients de la MA.  

En plus d'une altération de la connectivité anatomique, l'IRMf a révélé des troubles de la 

connectivité fonctionnelle. Les travaux de Sheline et al. ont révélé que l'activité cérébrale du 

"Default Mode Network", un réseau activé à l'état de repos et démobilisé lors de tâches 

cognitives, est perturbée chez les patients de la MA, comparée à celle des sujets sains du 

même âge. Cette connectivité anormale est exacerbée chez les individus génétiquement 

prédisposés et pourrait précéder, dans le temps, l'accumulation amyloïde (Sheline et al., 

2010). 
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d. Métabolites cérébraux et RMN 

 

 Dans le cadre de la MA, les variations régionales de certains métabolites cérébraux ont 

été étudiées par RMN. Le NAA
84

, par exemple, est un métabolite couramment employé pour 

évaluer la viabilité neuronale étant donné qu'il diminue nettement en cas de maladie cérébrale 

(Connelly et al., 1994 ; Graham et al., 1993 ; Kwo-On-Yuen et al., 1994) et qu'il n'est pas 

détecté dans la glie mature (Urenjak et al., 1993).  

Une méta-analyse récente conduite sur des patients atteints de la MA rapporte que le NAA est 

réduit significativement au niveau de l'hippocampe et du cortex cingulaire postérieur. Les 

auteurs suggèrent que ce métabolite serve de biomarqueur des dysfonctions neuronales dans 

les démences neurodégénératives (Wang et al., 2015).  

 

 Un grand nombre d'autres biomarqueurs ne nécessitant pas l'intervention de dispositifs 

d'imagerie a été recherché dans le cadre de la MA. La mesure d'une baisse du niveau d'Aβ 

(Craig-Schapiro et al., 2010) ou d'une accumulation de protéine tau (Albert et al., 2011) dans 

le LCS, la concentration plasmatique en certains lipides (Mapstone et al., 2014) ou les 

changements d'amplitudes mesurés en EEG
85

 (Al-Nuaimi et al., 2016) peuvent être cités à 

titre d'exemple. Ils ne seront pas présentés ici (pour revue voir Hane et al., 2017).  

 

L'imagerie TEP est actuellement la technique la plus prédictive pour la progression de la MA. 

Associée à la rétention du PiB, le suivi de la consommation du glucose cérébral s'avère être le 

biomarqueur le plus utilisé pour évaluer la maladie (Figure 37) (Hane et al., 2017). 
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3. Hypométabolisme du glucose, biomarqueur précoce de la MA 

 

Les changements des taux d'utilisation du glucose, détectés par TEP, sont étudiés depuis des 

décennies pour évaluer indirectement l'activité neuronale et synaptique (Fox et al., 1988 ; Fox 

and Raichle, 1986). Comme le métabolisme du glucose et l'activité neuronale sont étroitement 

liés (voir I.B), le FDG est une sonde de choix pour analyser la neurodégénérescence dans le 

cadre de la MA. 

 

a. FDG et réductions locales du métabolisme cérébral chez les patients de la 

MA 

 

 Comparé à des individus sains du même âge, les patients atteints de la MA présentent 

des altérations régionalisées du métabolisme du glucose (Figure 37). Les études par FDG-

TEP ont démontré une réduction constante et progressive du flux métabolique chez les 

patients Alzheimer dont l'ampleur et la topographie sont corrélées avec la sévérité des 

symptômes (Mosconi, 2005). 

L'hypométabolisme concernerait initialement le système limbique (hippocampe, amygdale, 

gyrus, cortex entorhinal) associé aux processus de mémorisation (Mosconi, 2005). Il 

s'étendrait ensuite au cortex pariétal,  temporal et cingulaire postérieur avant d'atteindre les 

aires associatives du cortex préfrontal et le lobe frontal dans les stades de MA les plus 

avancés (Friedland et al., 1983 ; Minoshima et al., 1997). Certaines régions, comme le cortex 

moteur primaire, le cortex visuel, le cervelet, le thalamus et les ganglions de la base, sont plus 

épargnées (Mosconi, 2005), ce qui pourrait indiquer un processus de progression spécifique 

au niveau de régions plus vulnérables.  

L'hypométabolisme estimé par FDG-TEP reflète la distribution régionale de la réduction de 

l'activité synaptique et la perte de densité synaptique chez les patients atteints de la MA 

(Pappatà et al., 2008 ; Rinne et al., 2003) et corrèle donc bien avec les altérations cognitives 

dues à la neurodégénérescence (Silverman et al., 2001).  

De plus, des études indiquent que la cartographie de la rétention du glucose obtenue par FDG-

TEP est suffisamment spécifique pour permettre de différencier une MA d'une autre forme de 
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démence (Albin et al., 1996 ; Shivamurthy et al., 2015 ; Silverman et al., 2001). Par exemple, 

une réduction du métabolisme du glucose dans le cortex occipital primaire sera spécifique des 

démences avec corps de Lewis (Albin et al., 1996 ; Hoffman et al., 2000). 

 

 

 
 

 

Figure 37 : FDG-TEP et PiB-TEP d'un sujet contrôle et d'un sujet atteint de MA 

 

La FDG-TEP révèle une diminution du métabolisme du glucose particulièrement marqué au 

niveau du cortex temporopariétal ainsi qu'au niveau du cortex frontal chez le patient MA. 

L'importante rétention du PiB dans ces mêmes régions cérébrales traduit une forte charge 

amyloïde. Les flèches blanches indiquent les régions principalement touchées par 

l'hypométabolisme du glucose et l'accumulation de dépôts amyloïdes respectivement. 

[Source : Cohen and Klunk, 2014] 
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b. FDG et hypométabolisme précoce du glucose 

 

 L'allèle ɛ4 de l'apolipoprotéine E (APOE
86

) est un facteur de risque pour les formes 

sporadiques de la MA (Figure 38). Il y a une vingtaine d’années, Roses et son équipe ont 

travaillé avec 20 personnes saines, d'âge moyen et portant les allèles APOE ɛ4. L'étude révèle 

que si les capacités de mémorisation n'étaient pas altérées chez ces personnes, leur CMRglu
87

 

était significativement diminué. Les régions sensibles au développement de la MA, (i.e. 

cortex cingulaire postérieur, cortex temporal et cortex préfrontal), étant particulièrement 

concernées par cette réduction du métabolisme du glucose (Reiman et al., 1996 ; Small et al., 

1995b). 

Une dizaine d'années plus tard, Mosconi et ses collègues ont suivi des sujets âgés 

homozygotes pour l'allèle APOE ɛ4 qui présentaient des fonctions cognitives normales. Ils ont 

remarqué que l'on pouvait prédire le risque pour ces sujets de développer la MA, en évaluant 

leur métabolisme du glucose cérébral par FDG-TEP (Mosconi et al., 2004 ; Mosconi, 2005). 

Chez ces individus, la réduction du métabolisme cérébral apparaissait plusieurs années avant 

l'apparition des premiers symptômes cliniques. De la même façon, les porteurs du gène muté 

de la préséniline-1 (PS1) présentent une réduction significative du métabolisme du glucose 

cérébral en moyenne 13 ans avant l'âge estimé de développement de la maladie (Mosconi et 

al., 2006, 2008, 2009). Ainsi, la combinaison des risques génétiques (Figure 38) et du déclin 

du CMRglu sont utiles à la prédiction et au diagnostic de la MA.  

 

c. FDG et réductions locales du métabolisme cérébral dans les cas de MCI 

 

 Comme décrit plus haut, certains changements fonctionnels comme 

l'hypométabolisme du lobe temporo-médian (Mosconi et al., 2006, 2009) peuvent être 

détectés avant l'apparition des manifestations cliniques de la MA. Cependant, l'apparition 

insidieuse et les altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives 
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rendent difficile la distinction entre développement de la MA et vieillissement normal 

(McKhann et al., 1984). Chez les sujets sains âgés, effectivement, la FDG-TEP révèle 

également une réduction diffuse et progressive de la consommation régionale du glucose, 

associée parfois à une atrophie cérébrale (Kakimoto et al., 2016). 

Par  le biais des études cliniques, les chercheurs se sont donc intéressés au MCI
88

 qui 

correspond à un stade prodromique pendant lequel des symptômes avant-coureurs, 

généralement bénins, annoncent la survenue de la phase principale de la MA (DeCarli, 2003 ; 

Hatashita and Yamasaki, 2010 ; Petersen et al., 2001 ; Ringman et al., 2009). Le MCI est 

proposé comme un stade de transition, entre le vieillissement normal et la démence, pendant 

lequel les individus ont la capacité de réaliser des tâches et d'avoir une activité journalière 

normale malgré la présence de problèmes mnésiques liés au vieillissement (DeCarli, 2003 ; 

Hatashita and Yamasaki, 2010 ; Ringman et al., 2009). 

De nombreuses études ont mis en lumière que les patients MCI ont un risque plus élevé de 

développer la MA, avec une conversion estimée à 10-15% par an (Petersen et al., 2001). La 

combinaison de l'imagerie RMN et des études en FDG-TEP ont prouvé que 

l'hypométabolisme du lobe temporo-pariétal était un marqueur fiable et spécifique pour 

l'identification des MCI (Mosconi et al., 2005) et que la région de l'hippocampe était 

également touchée (Jauhiainen et al., 2008 ; Mosconi et al., 2005).  

Les études longitudinales servent à évaluer la progression topographique de 

l'hypométabolisme cérébral. Ces études révèlent que l'hypométabolisme toucherait 

initialement les régions associées à la mémoire (hippocampe, cortex entorhinal) puis 

progresserait vers les régions néocorticales supérieures comme le cortex pariétal et temporal 

pour finalement atteindre le cortex frontal (Jauhiainen et al., 2008 ; Mosconi et al., 2005). 

Ceci pourrait refléter différentes susceptibilités des régions cérébrales à l'hypométabolisme.  

Le pouvoir prédictif du FDG-TEP sur la rapidité de progression de la démence a été évalué 

avec une sensibilité de 70% à 93% et une spécificité de 47% à 89% (Herholz, 2010 ; Li et al., 

2008). L'hypométabolisme du glucose dans le cortex temporopariétal et cingulaire postérieur 

est un biomarqueur relativement fiable du diagnostic prodromique de la MA chez les patients 
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MCI (Herholz, 2010). Les données d'une récente analyse longitudinale de l'ADNI
89

 ont abouti 

à la proposition d'une nouvelle méthode de diagnostic associant un test FDG-TEP à un test 

mnésique pour prédire la conversion de MCI en MA (Landau et al., 2010). Enfin, le critère 

récemment publié de IWG-2 suggère que le déclin du métabolisme du glucose cérébral 

(détecté par TEP) et les mesures IRM de l'atrophie cérébrale reflètent le décours temporel de 

l'évolution de la pathologie dans la MA (Dubois et al., 2016b). 

 

 

 
 

 

Figure 38 : Prédisposition génétique à la maladie d'Alzheimer 

 

Plusieurs facteurs génétiques de susceptibilité ont été identifiés pour la MA. Les mutations de 

l’APP (Amyloid Precursor Protein), précurseur du peptide Aβ ou des enzymes impliquées 

dans le clivage de l'APP comme les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2) sont à l’origine de MA 

familiale autosomique dominante (Schellenberg and Montine, 2012 ; Tanzi et al., 1996). 

L'allèle ε4 du gène APOE, codant pour l'apolipoprotéine E, quant à lui, est impliqué dans au 

moins 20% des cas de MA (Farrer et al., 1997 ; Rao et al., 1996). Récemment, un lien 

significatif a été établi entre la MA tardive (qui apparaît après 65 ans) et 19 régions du 

génome (novel genes), [Source : Lambert et al., 2013]  
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L'association de l'imagerie TEP du PiB et du FDG est un des index fonctionnels les plus 

fiables pour suivre la progression de la pathologie AD (Nordberg et al., 2010 ; Weiner et al., 

2010). Des études menées chez de jeunes adultes sains ont établi que les régions corticales 

présentant une oxydation incomplète du glucose corrélaient avec la localisation des dépôts 

amyloïdes et les altérations du DMN chez les patients de la MA (Sperling et al., 2009 ; 

Vlassenko et al., 2010) apportant un indice supplémentaire, que l'hypométabolisme du 

glucose est un biomarqueur précoce de la MA. 

 



113 

 

 

Problématique 
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 La MA se caractérise par un déficit cognitif et mnésique causé par des 

dysfonctionnements synaptiques et une dégénérescence neuronale progressive. Ceux-ci sont 

associés à une accumulation cérébrale de peptide amyloïde-β conduisant à la formation de 

plaques insolubles et à l’apparition plus tardive d’enchevêtrements neurofibrillaires (Braak 

and Braak, 1991). Si à ce jour, les thérapies demeurent inefficaces, cela est très certainement 

dû à une prise en charge trop tardive des patients chez qui les dommages sont déjà 

irréversibles. 

L'hypométabolisme du glucose dans des régions corticales sélectives (le cortex frontal et 

temporo-pariétal) est une caractéristique physiopathologique invariante de la MA. Cet 

évènement préclinique concerne aussi bien les formes familiales que sporadiques. Son 

apparition précède les dysfonctions cognitives et les altérations pathologiques de la maladie 

(Cunnane et al., 2011 ; Jack et al., 2013 ; Reiman et al., 1996 ; Small et al., 1995).  

Le métabolisme énergétique est essentiel aux fonctions neuronales et à l'intégrité du tissu 

nerveux (Iadecola, 2004). Des déficits métaboliques précoces pourraient être à l'origine des 

dysfonctionnements synaptiques et de la neurodégénérescence tardive caractéristiques de la 

MA (Chen and Zhong, 2013). 

Les cellules pyramidales glutamatergiques jouent un rôle central dans le métabolisme cortical. 

Elles régulent l'apport énergétique par une augmentation locale de la perfusion sanguine 

(Lecrux et al., 2011), favorisent le transport du glucose (Magistretti, 2006) et stimulent la 

libération de lactate par les astrocytes (Bittner et al., 2011 ; Bouzier-Sore et al., 2003, 2003 ; 

Choi et al., 2012) (voir chapitre I.C.1. de l'introduction). Une altération précoce de ces 

neurones pourrait donc contribuer aux déficits métaboliques de la MA.  

 

 Mon principal projet de thèse a porté sur l’étude du métabolisme des neurones 

pyramidaux corticaux dans la MA. L’objectif de cette étude a été d'évaluer le métabolisme du 

glucose dans les cellules pyramidales des couches II et III du cortex en tonneaux dans un 

modèle murin de la MA, à un stade juvénile asymptomatique.  

 



116 

 

 Pour la mener à bien, j’ai travaillé ex vivo sur des tranches aiguës de cortex 

somatosensoriel de souris. J’ai utilisé une approche pluridisciplinaire combinant 

électrophysiologie (technique de patch-clamp), biologie moléculaire (RT-PCR en multiplex 

sur cellule unique), pharmacologie (application d'inhibiteurs spécifiques de certaines voies 

métaboliques) et imagerie dynamique du glucose grâce à un biosenseur basé sur la technique 

de Transfert par Résonance d'Energie de Fluorescence (FRET
90

). Les principaux résultats 

attenants à ce projet vont donner lieu à un article présenté dans la section "Résultats". 

Pour étudier les altérations métaboliques d'un point de vue fonctionnel, les flux de glucose 

intracellulaires ont été visualisés au moyen d'un biosenseur basé sur le principe du FRET et 

codé génétiquement (Bittner et al., 2010 ; Deuschle et al., 2005a ; Imamura et al., 2009). Les 

données d'imagerie collectées sur 59 tranches et 470 neurones suggèrent que les cellules 

pyramidales des souris 3xTg-AD sont le siège d'une plus forte activité métabolique générale 

alors que la voie des PPP semble moins recrutée que chez les souris non Tg. 

Afin de vérifier si les anomalies métaboliques détectées par imagerie FRET avaient une 

origine moléculaire, des enregistrements par patch-clamp combinés à des RT-mPCR sur 

cellules uniques (Cauli et al., 1997, 2004) ont été pratiqués. Les profils d'expression de 13 

gènes incluant des marqueurs d'identité neuronale et des gènes clés du métabolisme du 

glucose ont été analysés dans 28 cellules pyramidales de souris non Tg et 31 de souris 3xTg-

AD. Aucune différence significative n'a été mise en évidence entre les cellules pyramidales de 

souris 3xTg-AD et celles des souris non Tg.  

 

 Les modifications des flux métaboliques détectées par imagerie FRET dans les 

cellules pyramidales des souris 3xTg-AD juvéniles ne semblent pas sous-tendues par une 

altération d'expression des gènes liés au métabolisme.  

                                                 
90

 FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer 
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Les matériels et méthodes ayant été développés avec soin dans l'article, le modèle murin avec 

lequel j'ai travaillé ainsi que la structure de la sonde FRET utilisée pour imager les flux de 

glucose seront brièvement présentés ici. 

 

A. Les souris 3xTg comme modèle d'étude de la MA 

 

 

 L'étude a été menée sur le modèle des souris Alzheimer triples transgéniques (3xTg-

AD), développé en 2003 par Oddo et ses collègues dans l'équipe de F. LaFerla. Les souris 

3xTg-AD expriment les gènes humains mutés PS1M146V, APPSwe, et tauP301L. Pour créer 

ce modèle, les transgènes APPSwe et tauP301L ont été directement introduits dans des 

cellules germinales de souris portant la mutation PSEN1 M146V, précédemment insérée dans 

le génome (KI
91

) (Figure 39) (Oddo et al., 2003). 

 

 

 

Figure 39 : Génération des souris 3xTg-AD 

 

A. Des cellules germinales de souris KI pour le gène PSEN1 portant la mutation M146V ont 

été micro-injectées avec les transgènes codants pour tauP301L et APPswe. Les embryons ont 

été implantés dans des mères porteuses. B. Un génotypage des nouveaux-nés est réalisé pour 

identifier les porteurs des trois mutations. [Source : Adapté de Oddo et al., 2003] 
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A ce jour, les souris 3xTg sont le seul modèle murin à présenter à la fois des déficits 

synaptiques et mnésiques, des plaques amyloïdes, une dégénérescences neurofibrillaires et des 

altérations métaboliques (Nicholson et al., 2010 ; Oddo et al., 2003 ; Yao et al., 2009). C'est 

pourquoi ce modèle semble particulièrement pertinent pour étudier le métabolisme cérébral à 

différents stades de la pathologie.  

 

B. Etude du métabolisme au moyen de sondes FRET 

 

 Le nanosenseur FLII12Pglu700µΔ6 fonctionne sur le principe du FRET. Il possède 

une CFP comme donneur de fluorescence et une YFP comme accepteur. L'élément de 

reconnaissance du senseur est dérivé d'une protéine périplasmique de liaison au glucose et au 

galactose (MglB) provenant de la bactérie Escherichia coli  (Hou et al., 2011). 

La liaison de substrats spécifiques (glucose et galactose) sur le biosenseur entraîne un 

changement conformationnel rapprochant les deux fluorophores, ce qui favorise le FRET 

(Figure 40). La liaison réversible du glucose sur le senseur provoque une augmentation de 

l'émission de la YFP au dépend de la CFP. Sa constante de dissociation est de 700 µM 

(Deuschle et al., 2005b) et permet donc le suivi du métabolisme du glucose dans une gamme 

de concentrations physiologiques (Bittner et al., 2010).  

 

1. Expression en tranches des biosenseurs FRET codés génétiquement 

 

 La transduction des biosenseurs FLII12Pglu700µΔ6 du glucose (Deuschle et al., 

2005b) est réalisée par un virus Sindbis défectif pour la réplication (Drobac et al., 2010) et 

présentant un fort tropisme pour les cellules pyramidales (Drobac et al., 2010 ; Hu et al., 

2011).  

2. Imagerie dynamique du métabolisme  

 

 L'efficacité de la transduction est évaluée à l’objectif 4X (NA 0.10) par visualisation 

de la fluorescence YFP des biosenseurs. Les tranches sont excitées à 500 nm par un système 

de diodes électroluminescentes (Precise Excite, CoolLED) connecté au port d'épifluorescence 
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du microscope. La largeur du spectre de lumière incidente est affinée par un filtre passe-bande 

(HC 500/24, Semrock) et la fluorescence jaune est collectée grâce à un miroir dichroïque (HC 

BS 520, Semrock) et un filtre passe-bande (HC 542/27, Semrock) montés dans un cube à 

filtres. Les images de fluorescence sont capturées par une caméra digitale refroidie à -30°C 

(CoolSNAP HQ2, Roper Scientific) en réalisant un binning 2x2 de manière à minimiser les 

temps d'exposition. Le champ d'observation est déterminé dans les couches II-III à l’objectif 

40X (NA 0.80) par visualisation de la fluorescence YFP (Fig. 6 et 7). Les images CFP et 

FRET sont obtenues comme précisé dans l'article. 

 

 

Figure 40 : Fonctionnement du biosenseur FLII12Pglu700µΔ6 

 
Lorsque le nanosenseur FLIPglu700µM est libre, l'excitation de la CFP provoque une forte 

émission de fluorescence. Lorsqu'il se lie au glucose, un changement de conformation du 

senseur favorise le transfert de fluorescence entre la CFP et la YFP. [Source : Adapté de 

Hou et al., 2011] 

 

 

3. Inhibiteurs pharmacologiques des voies métaboliques 

 

 Afin de maintenir une osmolarité constante, la réduction de la concentration en 

glucose du LCRa est compensée par une augmentation de la concentration en saccharose. Les 

LCRa contenant des inhibiteurs pharmacologiques ont été préparés à partir de solutions stock 

concentrées en iodoacétate (Sigma, 200 mM) ou en 6-Aminonicotinamide (6-AN) (Sigma, 

100 mM) dissous dans l'eau. 
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Abstract 

The visualization of an impairment of cerebral glucose utilization is an early and predictive biomarker 

of Alzheimer's disease (AD) progression that is likely to aggravate impairment of memory and 

cognition during the progression of the disease. Yet, despite this importance the cellular and 

molecular mechanisms underlying the establishment of this alteration remain poorly understood. 

Here we studied the glucose metabolism of supragranular pyramidal cells and its alteration at a very 

early presymptomatic stage in 3xTg-AD mice, a mouse model of AD replicating numerous hallmarks 

of the disease. Using intracellular glucose imaging with a genetically encoded Forster Resonance 

Energy Transfer (FRET)-based glucose nanosensor and transcriptomic profiling of key molecular 

elements of glucose metabolism with single-cell multiplex RT-PCR (scRT-mPCR), we found that 

juvenile 3xTg-AD pyramidal cells exhibit an increased glycolytic rate and a decreased activity of the 

pentose phosphate pathway without alteration of neuronal glucose uptake and transcriptional 

modification. We also disclosed an increased glucose metabolic pathway that occurs in 3xTg-AD 

neurons under glycolysis inhibition. These findings indicate the early alterations of glucose 

metabolism of pyramidal cells would dramatically increase their vulnerability to various insults. 



 

128 

 

Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by progressive cognitive 

impairment and memory loss. The underlying neuropathology includes brain deposition of amyloid 

plaques formed by misfolded amyloid-β (Aβ), neurofibrillary tangles and neuronal loss (Braak and 

Braak, 1991;Hardy and Selkoe, 2002). The visualization by 
18

fluoro-2-Deoxy-D-glucose positron 

emission tomography of a decreased cerebral glucose utilization occurring in specific brain regions is 

one of the earliest functional signs of AD (Small et al., 2000;Dubois et al., 2016). It aggravates with 

disease progression and even predicts the neuropathological diagnosis in AD (Mosconi, 

2005;Mosconi et al., 2010). 

The most vulnerable brain regions to Aβ deposition corresponds to regions where glucose is 

substantially used outside its role as substrate for oxidative phosphorylation in spite of oxygen 

availability (Vaishnavi et al., 2010;Vlassenko et al., 2010). This non-oxidative glucose metabolism is 

referred as "aerobic glycolysis" and includes the glycolysis itself, the pentose phosphate shunt and 

the glycogen pathway which can be deleterious (Herrero-Mendez et al., 2009;Vilchez et al., 2007) or 

beneficial (Vaughn and Deshmukh, 2008) for neuronal survival. In addition, the use of glucose in the 

hexoseamine biosynthetic pathway protects tau protein from hyperphosphorylation and restricts 

neurofibrillary tangles formation (Liu et al., 2009). 

Energy supply and neuronal metabolism shape neuronal activity (Cunningham et al., 2006) which 

modulates the formation and secretion of Aβ (Kamenetz et al., 2003;Cirrito et al., 2005;Dolev et al., 

2013). In turn, Aβ peptide and deposits alter neuronal activity (Busche et al., 2008;Yamamoto et al., 

2011;Kamenetz et al., 2003). Collectively, these observations indicate that quantitative and 

qualitative early alterations of neuronal glucose metabolism might be initiating, or at least 

aggravating factors of AD progression. 

Using 3xTg-AD mice, a mouse model that replicates the neurophatological hallmarks of AD (Oddo et 

al., 2003;Carroll et al., 2010) and impaired cerebral metabolism (Nicholson et al., 2010;Ding et al., 

2013;Yao et al., 2009), we studied at a presymptomatic early stage the glucose metabolism of layer 

II-III pyramidal neurons, a cell type playing a key role in glucose supply via neurovascular 

interactions (Lacroix et al., 2015;Lecrux et al., 2011). We used a genetically encoded FRET-based 
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glucose nanosensor (Deuschle et al., 2005;Bittner et al., 2010;Takanaga et al., 2008) to investigate 

at a high spatial resolution the uptake and fate of glucose and scRT-mPCR to determine the 

expression profiles of key elements of glucose metabolism of pyramidal cells. We report that 3xTg-

AD pyramidal cells exhibit increased and decreased activities of glycolysis and pentose phosphate 

pathway respectively, without alteration of glucose uptake and transcriptional modification. 
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Materials and Methods 

 

Animals 

3xTg-AD (MMRRC #034830) and wild type non transgenic mice (11-19 postnatal days) were used 

for glucose imaging and patch-clamp recordings in acute slices. 3xTg-AD mice express the mutated 

gene PS1M146V (knock-in) and the mutated human genes APPSwe and tauP301L in the same 

locus, both under the control of the mouse Thy1.2 regulatory element (Oddo et al., 2003). All animals 

were housed in a temperature-controlled (21–25°C) room under daylight conditions and were given 

water and food ad libitum. A maximum of 5 mice are housed per cage and single animal housing 

was avoided. All experimental procedures using animals were performed in strict accordance with 

French regulations (Code Rural R214/87 to R214/130) and conformed to the ethical guidelines of 

both the European Economic Community (86/609/EEC). The IBPS animal facility is accredited by the 

French authorities (A75-05-24). 

 

Subcloning and viral production 

The glucose sensor FLII
12

Pglu-700µΔ6 (Takanaga et al., 2008) was used in this study. The coding 

sequence of the sensor was subcloned into the viral vector pSinRep5 (Invitrogen). Sindbis virus were 

produced as previously described (Hepp et al., 2007;Hu et al., 2011). Recombinant pSinRep5 and 

helper plasmid pDH26S were transcribed in vitro into capped RNA using the Megascript SP6 kit 

(Ambion). Baby hamster kidney-21 (ATGC #CCL-10) cells were electroporated with sensor-

containing RNA and helper RNA (2.10
7
 cells, 950 µF, 230 V) and incubated for 24 h at 37°C in 5 

%CO2 in Dulbecco's modified Eagle Medium supplemented with 5% fetal calf serum before 

collecting cell supernatant containing the viruses. The virus titer (10
6
-10

8
 infectious particles/ml) was 

determined after counting fluorescent baby hamster kidney cells infected using serial dilution of the 

stock virus. 
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Slice preparation 

After decapitation brains were quickly removed and placed into cold (~4°C) oxygenated artificial 

cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, 1 

MgCl2, 26 NaHCO3, 10 glucose, 15 sucrose, and 1 kynurenic acid (Sigma). Coronal slices (300 µm 

thick) containing the barrel cortex were cut with a vibratome (VT1000S; Leica) and allowed to 

recover at room temperature for at least 1h in aCSF saturated with O2/CO2 (95 %/5 %) as 

previously described (Karagiannis et al., 2009). 

 

Brain slice viral infection 

Brain slices were placed onto a millicell-CM membrane (Millipore) with culture medium (50% 

minimum essential medium, 50% Hank's balanced salt sodium, 6.5 g/l glucose and 100 U/ml 

penicillin / 100 µg/ml streptomycin; Invitrogen). Infection was performed by adding ~5 x 10
5
 particles 

per slice. Slices were incubated overnight at 35°C in 5% CO2. The next morning, brain slices were 

equilibrated for 1h in aCSF containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, 1 

MgCl2, 26 NaHCO3, 2.5 glucose, 22.5 sucrose. Slices were then placed into the recording chamber 

and heated at ~30 °C and continuously perfused at 1-2 ml/min. 

 

FRET imaging 

Recordings were made from visually identified pyramidal cells in layer II-III of the mouse 

somatosensory cortex. Wide-field fluorescent images were obtained using a double port upright 

microscope (BX51WI, WI-DPMC Olympus) with a 40x objective (LUMPlan FL N 40x/0.80 W) and a 

digital CCD camera (CoolSnap HQ2, Roper Scientific) attached on the front port of the microscope. 

The glucose sensor FLII
12

Pglu-700µΔ6 was excited at 400 nm with a Light Emitting Device (LED, 

CoolLED, Precise Excite) using Imaging Workbench 6.0.25 software (INDEC BioSystems) and 

excitation (HC 438/24, Semrock) and dichroic filters (HC BS 458, Semrock). Double fluorescence 

images were collected every 15s by alternating the fluorescence emission filters for the CFP (HC 

483/32 Semrock) and the YFP (HC 542/27, Semrock) using a filter wheel (Lambda 10B, Sutter 
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Instruments). In parallel, infrared transmitted light images of slices were continuously monitored on 

the back-port of the microscope using an infrared collimated LED as a light source (780 nm, 

Thorlabs), Dodt gradient contrast optics (DGC, Luigs and Neumann, (Dodt and Zieglgansberger, 

1998)), a customized beam splitter (725 DCSPXR, Semrock) and an analogic CCD camera (XC ST-

70 CE, Sony). The focal plane was maintained constant on-line using infrared DGC images of cells 

as anatomical landmarks (Lacroix et al., 2015). To compensate for potential x-y drifts all images 

were realigned off-line using the "StackReg" plug-in (Thevenaz et al., 1998) of ImageJ 1.48 software. 

Fluorescence ratios were calculated by dividing the registered YFP images by the registered CFP 

images using FIJI (http://fiji.sc/Fiji). Regions of interest (ROIs) corresponding to the soma of 

fluorescently labeled pyramidal cells were manually delineated. The mean ratio was measured at 

each time point using the same ROIs. The experiments lasted more than 30 minutes, leading to a 

small drift in the ratio baseline (Fig. 1B). The drift was corrected using a linear curve fitting (John et 

al., 2008) using Clampfit 10.4 software (MDS). Variations of fluorescence ratio were expressed as 

the ratio (R-R0)/R0 where R corresponds to the fluorescence ratio in the ROI at a given time point, 

and R0 corresponds to the mean fluorescence ratio in the same ROI during the 10 min control 

baseline prior to changes in extracellular glucose concentration or application of drugs. 

 

Whole-cell recordings 

Patch pipettes (4-6 MΩ) pulled from borosilicate glass were filled with 8 µl of RNAse free internal 

solution containing in (mM): 144 K-gluconate, 3 MgCl2, 0.5 EGTA, 10 HEPES, pH 7.2 (285 / 295 

mOsm). Whole-cell recordings were performed at 27.0 ± 0.5°C using a patch-clamp amplifier 

(Axopatch 200B, MDS). Data were filtered at 5-10 kHz and digitized at 50 kHz using an acquisition 

board (Digidata 1440, MDS) attached to a personal computer running pCLAMP 10.2 software 

package (MDS). Membrane potential values were not corrected for liquid junction potential. Resting 

membrane potential of neurons was measured just after passing in whole-cell configuration. Only 

neurons with a resting membrane potential more negative than -60 mV were analyzed further. 32 

electrophysiological properties chosen to describe the electrophysiological diversity of cortical 

neurons (Ascoli et al., 2008) were determined as previously described (Karagiannis et al., 2009). 

http://fiji.sc/Fiji
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Cytoplasm harvest and scRT-PCR 

At the end of the whole-cell recording lasting less than 15 min, the cytoplasmic content was 

aspirated in the recording pipette. The pipette’s content was expelled into a test tube and RT was 

performed in a final volume of 10 µl, as described previously (Lambolez et al., 1992). The scRT-PCR 

protocol was designed to probe simultaneously for the expression of key molecular elements of 

glucose metabolism and markers of glutamatergic (vGluT1) and GABAergic (GAD65 and GAD67) 

neurons. The key molecular elements of glucose metabolism included the glucose transporters; 

GluT1 and GluT3, the hexokinase isoform; HK1, the phosphofructokinase-2 isoform; Pfkfb3, the 

muscle, liver and platelet isoforms of phosphofructokinase-1 (PFK1m, PFK1l and PFK1p), the 

glucose-6-phosphate dehydrogenase; G6PDx, the muscle isoform of glycogen synthase (Gys1) and 

the brain glycogen phosphorylase (PygB). Two-steps amplification was performed essentially as 

described (Cauli et al., 1997) using the primer pairs listed in Table 1. 10 µl of each individual PCR 

product were run on a 2 % agarose gel stained with ethidium bromide using ФX174 digested by 

HaeIII as a molecular weight marker. 

 

Drugs 

Changes in extracellular glucose concentration were compensated by changes in sucrose 

concentration to maintain the osmolarity of the aCSF constant as previously described (Miki et al., 

2001). Iodoacetic acid and 6-animonicotinamide (6-AN) were purchased from Sigma-Aldrich. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed with Statistica 6 (Statsoft). All values are expressed as means ± 

s.e.m. Statistical significance of FRET ratio changes and electrophysiological properties of pyramidal 

cells of 3xTg-Ad and non Tg mice was determined using the Mann-Withney U test. Comparison of 

the occurrence of the genes expressed by pyramidal cells of the two mice lines was determined 
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using Fisher's exact test. Statistical significance on all figures uses the following convention: * p 

<0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 

 

Results 

 

Glucose uptake 

We used a recombinant Sindbis virus (see Materials and Methods) to express the FRET glucose 

sensor FLII
12

Pglu-700µΔ6 (Takanaga et al., 2008) in neurons of neocortical slices. Expression of the 

biosensor was preferentially observed in pyramidal cells of layers II-III (Fig. 1A) and V, consistent 

with previous reports (Hu et al., 2011;Drobac et al., 2010). The sensor was observed both in the 

soma and in the dendrites of neurons (Fig. 1A). Optical recordings were performed in layer II-III by 

measuring the YFP/CFP emission ratio of the biosensor. 

We first evaluated the capability of supragranular neuron to take-up glucose by monitoring changes 

in intracellular glucose during an increase in extracellular glucose concentration (John et al., 

2008;Takanaga et al., 2008). Increasing extracellular glucose from 2.5 mM, a physiologically relevant 

glucose concentration (Silver and Erecinska, 1994), to 10 mM, a glucose concentration nearly 

saturating the sensor (Takanaga et al., 2008) and classically used in brain slices experiments, lead 

to a slowly developing increase in fluorescence emission ratio (Fig. 1). This indicates that pyramidal 

neurons from juvenile mice have a low glucose uptake capability. During application of 10 mM 

glucose the relative increase in fluorescence ratio was 3.6 ± 0.3% in non Tg neurons vs. 3.2 ± 0.3% 

in 3xTg-AD neurons after 10 min. (U(74,57)=1961, p=0.4948), 5.6 ± 0.3% vs. 5.4 ± 0.4% 

(U(74,57)=1938, p=0.4299) after 20 min., 6.9 ± 0.4% vs. 6.9 ± 0.6% (U(74,57)=2015, p= 0.6653) 

after 30 min., 8.1 ± 0.5% vs. 8.2 ± 0.8% (U(74,57)=2046, p= 0.7725) after 40 min. and 9.3 ± 0.6% vs. 

9.2 ± 0.9% after (U(74,57)=1988, p= 0.5771) after 50 min. These results revealed that the glucose 

uptake kinetics were very similar between pyramidal cells of juvenile non Tg and 3xTg-AD mice (Fig. 

1C). 
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Glucose metabolic activity 

We next thought to evaluate the resting metabolic activity of pyramidal cells, by reducing 

extracellular glucose concentration (Bittner et al., 2010). Decreasing extracellular glucose from 2.5 

mM to 0.2 mM led to a marked drop in relative fluorescence ratio (Fig. 2). Examination of the 

dynamics of intracellular glucose revealed subtle differences between the metabolic activity of 

pyramidal cells of juvenile non Tg and 3xTg-AD mice (Fig. 2A). After 5 min. of extracellular glucose 

reduction the drop was stronger in non Tg than in 3xTg-AD mice (-6.8 ± 0.3 % vs. -5.6 ± 0.3 %, 

U(65,88)= 2105, p=0.0053) indicating a lower metabolic activity in 3xTg-AD mice (Fig. 2). In contrast 

longer glucose restrictions disclosed a higher metabolic activity in 3xTg-AD pyramidal cells (Fig. 2). 

Such a difference in metabolic activity was observed as early as 10 min after glucose restriction (-

15.1 ± 0.3% vs. -16.4 ± 0.4%, U(65,88)= 2163, p= 0.0101, Fig. 2B) and persisted during glucose 

restrictions of 15 min. (-19.1 ± 0.3% vs. -20.8 ± 0.4%, U(65,88)= 1828, p= 0.00013) and 20 min (-

21.1 ± 0.4% vs. -22.6 ± 0.4%, U(65,88)= 2058, p= 0.0031, Fig. 2B). These data indicate that the 

metabolic activity is altered in juvenile 3xTg-AD pyramidal cells. They also suggest that several 

glucose pathways are differentially affected. 

To evaluate the relative contribution of the different glucose pathways to the glucose metabolic 

activity of pyramidal cells we first inhibited glycolysis using iodoacetic acid, a glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase inhibitor that does not interfere with FRET glucose sensors (John et al., 

2008;Bittner et al., 2010). We used 200 µM iodoacetic acid, a concentration that efficiently inhibits 

glycolysis in brain slices (Yang et al., 1999) with modest impact on the pentose phosphate pathway 

(Schmidt and Dringen, 2009). Bath application of iodoacetic acid induced a slowly developing 

increase in relative fluorescence ratio in non Tg pyramidal cells (Fig. 3A). This intracellular glucose 

accumulation is consistent with a low glycolytic activity in cortical neurons (Yang et al., 1999;Bittner 

et al., 2010). Surprisingly, in pyramidal cells of 3xTg-AD mice iodoacetic acid led to a transient 

decrease in intracellular glucose followed by an increase (Fig. 3A). This transient decrease, absent 

in pyramidal cells of non Tg mice, was particularly marked after 10 min. of iodoacetic acid application 

(0.0 ± 0.3% vs. -3.1 ± 0.5%, U(34,11)= 20, p= 4.979.10
-7

, Fig. 3). The intracellular glucose dynamics 

of non Tg and 3xTg-AD pyramidal cells crossed after 15 min. of glycolysis inhibition (Fig. 3A) and did 

not differ significantly after 20 min. (1.0 ± 1.0% vs. 3.8 ± 1.2%, U(34,11)= 122, p= 0.0886, Fig. 3B). A 
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longer exposure to iodoacetic acid revealed a smaller intracellular glucose increase in non Tg than in 

3xTg-AD pyramidal neurons (8.0 ± 1.6% vs. 15.2 ± 1.2%, U(34,11)= 94, p= 0.0130). These 

observations indicate that the rate of glycolysis is higher in 3xTg-AD than in non Tg pyramidal cells. 

They also revealed that glycolysis blockade disinhibited a glucose metabolic pathway in 3xTg-AD, 

but not in non Tg, pyramidal cells. 

To further determine the glucose metabolic pathways altered in 3xTg-AD pyramidal cells we next 

evaluated the relative contribution of the pentose phosphate shunt, a glucose pathway that promotes 

neuronal survival (Vaughn and Deshmukh, 2008). Blockade of the glucose-6-phosphate 

dehydrogenase, the rate limiting enzyme of the pentose phosphate pathway, with 6-AN (1 mM) 

induced a small and slowly developing increase in intracellular glucose concentration in non Tg and 

3xTg-AD pyramidal cells (Fig. 4). This increase was much smaller in 3xTg-AD than in non Tg 

neurons after 10 min. (1.9 ± 0.2% vs. 0.1 ± 0.2%, U(30,38)= 180, p= 3.600.10
-7

), 20 min. (3.4 ± 0.3% 

vs. 0.5 ± 0.3%, U(30,38)= 166, p= 1.137. 10
-7

) and 30 min. of bath application of 6-AN (5.5 ± 0.6% 

vs. 2.0 ± 0.6%, U(30.38)= 130, p= 4.111.10
-9

, Fig. 4). These results indicate that the activity of the 

pentose phosphate pathway is rather weak in pyramidal cells compared to that of the glycolysis (Fig. 

3). They also revealed that it is dramatically impaired in 3xTg-AD neurons. 

We next investigated further the metabolic pathway disinhibited in 3xTg-AD neurons by glycolysis 

inhibition. We simultaneously applied iodoacetic acid and 6-AN to inhibit both glycolysis and the 

pentose phosphate pathway. Such a combined inhibition induced a transient decrease in intracellular 

glucose that was much stronger in 3xTg-AD than in non Tg neurons (Fig. 5). It was already evident 

after 10 min. of combined inhibition (0.1 ± 0.1% vs. -0.6 ± 0.2%, U(37,36)= 452, p= 0.0179) and was 

particularly marked after 20 min (-0.7 ± 0.2% vs. -3.2 ± 0.7%, U(37,36)= 374, p= 1,077.10
-3

, Fig. 5). 

Interestingly, a longer inhibition resulted in similar intracellular glucose dynamics between non Tg 

and 3xTg-AD pyramidal cells (7.1 ± 0.4% vs. 6.7 ± 1.2%, U(37,36)= 611, p= 0.5498, Fig. 5). These 

observations suggest that the early and transient increased in metabolic activity induced by 

iodoacetic acid (Fig. 3) is not due to an increased activity of the pentose phosphate pathway. They 

also indicate that the later and higher impact of glycolysis inhibition in 3xTg-AD neurons on the 

increase in intracellular glucose (Fig. 3) is compensated by a lower pentose phosphate activity in 

these neurons (Fig. 4 and 5). Altogether our glucose imaging data have indicated that 3xTg-AD 
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pyramidal cells have a higher glycolytic activity and a smaller pentose phosphate activity than non Tg 

neurons. 

 

Molecular characterization of layer II-III pyramidal cells 

In order to determine whether the alterations in glucose metabolism were mediated by changes in 

transcriptomic program we determined the expression profiles of key molecular elements of glucose 

metabolism in non Tg and 3xTg-AD pyramidal cells by single cell RT-multiplex PCR (scRT-mPCR). 

The protocol was designed to probe for the expression of vGluT1 and, GAD65 and 67, respectively 

taken as glutamatergic and GABAergic markers. The key elements of glucose metabolism included 

two glucose transporters GluT1 and GluT3, the hexokinase isoform HK1, the main brain 

phosphorfructokinase-2 isoform; Pfkfb3. the muscle, liver and platelet isoforms of 

phosphorfructokinase-1 (PFK1m, l and p), the rate limiting enzyme of the pentose phosphate 

pathway (G6PDx), as well as glycogen synthase and phosphorylase isoforms Gys1 and PygB. The 

reliability of the scRT-mPCR was tested on 1 ng of total RNA purified from mouse whole brain. As 

expected, all PCR generated fragments had the sizes predicted by their mRNA sequences (Fig. 6 

and Table 1) confirming the sensitivity of the procedure (Cauli et al., 1997). 

Layer II-III pyramidal cells were first visually identified on the basis of the triangular shape of their 

soma and by the presence of a prominent apical dendrite. Only neurons exhibiting a resting 

membrane potential more hyperpolarized than -60 mV were further taken into account. Pyramidal 

cells typically fired long duration action potentials with a pronounced frequency adaptation (Fig. 7A) 

characteristic of Regular Spiking neurons (Cauli et al., 1997;Karagiannis et al., 2009;Lacroix et al., 

2015). We did not observe any obvious difference between the electrophysiological properties of non 

Tg and 3xTg-AD juvenile pyramidal cells (data not shown), consistent with previous reports 

(Yamamoto et al., 2011). Their glutamatergic phenotype was confirmed by the detection of vGluT1 

mRNAs and the absence of GAD65 and GAD67 transcripts (Fig. 7B and C). 

GluT1 and GluT3 mRNAs were respectively detected in 29% (n= 9 of 31 cells) and 48% (n=15 of 31 

cells) in non Tg neurons and in 18% (n= 5 of 28 cells) and 21% (n=6 of 28 cells) in 3xTg-AD neurons 

(Fig. 7B and C). Consistent with the similar glucose capacity uptake in non Tg and 3xTg-AD layer II-
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III pyramidal cells (Fig. 1), the occurrence of detection of GluT1 (p= 0.3703) and GluT3 (p= 0.0555) 

was not statistically different. Similarly, the frequency of detection of HK1 was not different between 

non Tg (42%, n= 13 of 31 cells) and 3xTg neurons (54%, n= 15 of 28 cells, p= 0.4390). Pfkfb3 was 

only detected in a minority of pyramidal cells of non Tg (13%, n= 4 of 31 cells) and 3xTg-AD (4%, n= 

1 of 28 cells, p= 0.3563, Fig. 7B and C). The most frequently phosphofructokinase-1 isoforms 

detected in both non Tg and 3xTg-AD neurons were PFK1m (84%, n= 26 of 31 cells and 64%, n= 18 

of 28 cells, p= 0.1339, Fig. 7B and C) and PFK1p (58%, n= 18 of 31 cells, and 50%, n= 14 of 28, 

cells, p= 0.3598, Fig. 7B and C). PFK1l was observed in 36% (n= 11 of 31 cells) and 29% (n= 8 of 

28 cells, p= 0.3874 Fig. 7B and C) in non Tg and 3xTg-AD neurons respectively. The glucose-6 

phosphate dehydrogenase isoform, G6PDx was detected in 16% (n= 5 of 31 cells) and 18% (n= 5 of 

23 cells) of the non Tg and 3xTg-AD pyramidal cells respectively (p= 1.000, Fig. 7B and C). The 

glycogen synthase Gys1 was never detected in non Tg neurons (Fig. 7B and C) and rarely in 3xTg-

AD neurons (7%, n= 2 out of 28, p= 0.2209). Finally the glycogen phosphorylase, PygB was 

observed in same proportion in non Tg (29%, n= 9 out of 31) and 3xTg-AD pyramidal cells (29%, n= 

8 out of 28, p= 1.000). 

 

Discussion 

 

 Here we studied glucose metabolism of supragranular pyramidal cells and its early alteration 

in a mouse model of AD. Using intracellular glucose imaging and scRT-mPCR, we found that 

glucose uptake was not altered in juvenile pyramidal cells. In contrast glycolysis and the pentose 

phosphate pathway were respectively higher and lower in 3xTg-AD neurons. We also disclosed an 

increased glucose metabolic pathway that occurs in 3xTg-AD neurons under glycolysis inhibition. 

The analysis of the molecular profile of key elements of glucose metabolism did not revealed any 

changes indicating that the observed early alterations of the metabolism of 3x-Tg-AD pyramidal 

neurons are likely due to post-transcriptional modifications. 
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Glucose uptake 

In addition to GluT3, a well established neuronal glucose transporter (Nagamatsu et al., 1992;McCall 

et al., 1994;Fields et al., 1999), we also detected GluT1 in a minority of pyramidal cells, a transporter 

more classically described in glial and endothelial cells (McEwen and Reagan, 2004;Winkler et al., 

2015;Simpson et al., 2007;Kacem et al., 1998). Nevertheless recent transcriptomic studies have 

revealed GluT1 expression in neurons (Cahoy et al., 2008), including layer II-III cortical pyramidal 

cells (Tasic et al., 2016). These observations indicate that supragranular pyramidal cells express 

GluT3 transcripts, but also those of GluT1 to a lesser extent. 

Intracellular glucose imaging and scRT-mPCR analysis revealed that juvenile pyramidal cells have a 

low glucose uptake capability (Fig. 1) and a relatively weak expression of GluT1 and GluT3 mRNAs 

(Fig. 7). Consistently, both cerebral glucose utilization as well as GluT1 and GluT3 are low in rodents 

during the first postnatal weeks and increase in the adult (Nehlig, 1999;Vannucci and Simpson, 

2003;Khan et al., 1999). In addition, adult rat cortical neurons were found to have a relatively low 

rate of glucose uptake in vivo (Chuquet et al., 2010) further supporting our observations. We did not 

observe significant changes in GluT1 and 3 expression or glucose uptake capability in juvenile 3x-

Tg-AD pyramidal cells. Alterations in GluTs expression and glucose utilization have only been 

reported after six months of age in 3xTg-AD mice (Chen et al., 2012;Ding et al., 2013;Nicholson et 

al., 2010). This indicates that such impairments reveal themselves only after establishment of the 

metabolic developmental switch (Nehlig, 1999;Vannucci and Simpson, 2003;Khan et al., 1999). 

Glucose fate in pyramidal cells 

Consistent with previous reports, our molecular analysis revealed a substantial expression of HK1 in 

pyramidal neurons (Cahoy et al., 2008;Tasic et al., 2016), the predominant brain mammalian 

hexokinase isoform (Wilkin and Wilson, 1977;Fields et al., 1999;Khan et al., 1999). This suggests 

that juvenile pyramidal cells have already the capacity to metabolize glucose into glucose-6 

phosphate as indicated by our glucose imaging observations (Fig. 2). 

As previously observed (Cahoy et al., 2008;Tasic et al., 2016;Zeitschel et al., 1996;Bigl et al., 2003), 

the key enzymes of glycolysis PFK1m and PFK1p, but also FPK1l to a lesser extent, were frequently 

detected in juvenile pyramidal cells. In contrast, pfkfb3 was rarely observed (Tasic et al., 2016). 
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These molecular data indicate that pyramidal cells are well equipped for glycolysis. Consistently, our 

imaging data revealed an accumulation of intracellular glucose during application iodoacetic acid 

disclosing an active glycolysis in these neurons (Fig. 3). 

The detection of transcripts for G6PDx, a major rate limiting enzyme of the pentose phosphate 

pathway, has also been reported (Ninfali et al., 1998;Cahoy et al., 2008;Tasic et al., 2016) 

suggesting that juvenile pyramidal cells can also use for the pentose phosphate pathway. In 

agreement with these molecular observations, blockade of the pentose phosphate pathway with 6-

aminonicotinamide induced an increase of intracellular glucose (Fig. 3). Intracellular glucose 

accumulation was less marked during pentose phosphate pathway inhibition than during glycolysis 

inhibition, indicating that the latter pathway is more active in pyramidal cells. In line with these 

functional data, pyramidal cells were found to express more frequently a PFK1 isoforms than 

G6PDx. Consistent with the absence of glycogen in neurons (Vilchez et al., 2007) the glycogen 

synthase, Gys1, and the glycogen phosphylase, PygB, were rarely detected in pyramidal cells. 

Overall our molecular and imaging data indicate that glycolysis and the pentose phosphate pathway 

are the two main active glucose pathways in juvenile pyramidal cells. Although glycolysis has been 

shown to be repressed at the post-translational level (Herrero-Mendez et al., 2009), these 

observations have been made in cultured embryonic neurons. Given that glucose metabolism 

undergoes substantial modifications during embryonic and postnatal development (Khan et al., 

1999;Bilger and Nehlig, 1992;Nehlig, 1999;Coerver et al., 1998;Goren et al., 2000;Mhaskar et al., 

2000;Zeitschel et al., 1996;Surin et al., 2012), it is likely that the rate of glycolysis is higher in juvenile 

than in embryonic cortical neurons. Consistently, recent observations have suggested that glucose is 

an efficient energy substrate during network activity in hippocampal slices from mature mice (Ivanov 

et al., 2014). 

Alteration of glucose metabolic pathways in pyramidal cells 

Our molecular observations did not reveal any significant change in the expression profile of key 

molecular elements of glucose metabolism between non Tg and 3xTg-AD juvenile pyramidal cells. In 

contrast, we observed a higher glycolytic activity and a less active pentose phosphate pathway in 

pyramidal cells of 3x-Tg-AD mice. To our knowledge, changes in expression of some of the analyzed 
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genes have only been reported after 6 months of age in 3xTg-AD mice (Ding et al., 2013;Chen et al., 

2012). This suggests that the alterations of metabolic activity are more likely mediated by post-

transcriptional and/or post-translational modifications. Interestingly, the activity of several key 

elements controlling glucose pathways are regulated at the post-translational level (Khan et al., 

1999;Herrero-Mendez et al., 2009;Bolanos et al., 2008;Almeida et al., 2004;Vilchez et al., 2007). 

Given the low level of detection of pfkfb3, it is unlikely that 3xTg-AD pyramidal cells upregulate 

glycolysis via fructose‑2,6-bisphosphate production (Herrero-Mendez et al., 2009;Almeida et al., 

2004). Exposure to Aβ peptides has been shown to increase the glycolytic activity of astroctyes 

(Allaman et al., 2010). Such a modulation can barely explain the increased glycoIysis in pyramidal 

cells since Aβ peptides are not detected in the neocortex of juvenile 3xTg-AD mice (Oddo et al., 

2003;Carroll et al., 2010). Further investigations, beyond the scope of this study, will be needed to 

elucidate the mechanisms underlying the early alteration of metabolic pathways in 3xTg-AD 

pyramidal cells. 

Upon glycolysis inhibition we observed an enigmatic transient increase in glucose utilization in 3xTg-

AD pyramidal cells. A rerouting of glucose utilization towards the pentose phosphate pathway and/or 

glycogenesis is unlikely given that the increased glucose consumption induced by iodoacetic acid 

persisted in presence of 6-AN (Fig. 5) and that pyramidal neurons rarely express glycogen synthase 

(Fig. 7). An alternative possibility would be an increased glucose metabolism via the hexosamine 

biosynthetic pathway which competes with glycolysis for fructose-6-phosphate. Inhibition of 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase by iodoacetic acid would indeed stimulate the flux of 

the hexosamine pathway by blocking the flow of fructose-6-phosphate via glycolysis. The entry in 

this metabolic pathway is controlled by the rate limiting enzyme glutamine:fructose-6-phosphate 

amidotransferase (GFAT) which converts fructose-6-phosphate and glutamine to glucosamine-6-

phosphate and glutamate (Buse, 2006). There is no evidence of altered expression of GFAT or 

downstream enzymes of the hexosamine pathway in 3xTg-AD mice (Chen et al., 2012;Gatta et al., 

2016) suggesting that a putative increased of this pathway is rather mediated by post-translational 

modifications. An increased brain level of glutamine at a relatively early stage has been described in 

3xTg-AD mice (Sancheti et al., 2014b). This supports the idea that glycolysis inhibition could favor of 

the hexosamine biosynthetic pathway by increasing the availability of the GFAT substrates. Given 
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that glutamine depends on astrocyte glycolysis, an increased feeding of the hexosamine biosynthetic 

pathway in 3xTg-AD pyramidal cells by iodoacetic acid is expected to be transient, consistent with 

our observations (Fig. 3 and 5). Interestingly, the hexosamine biosynthetic pathway is essential for 

O-N-acetylglucosamine glycosylation, a process that protects tau protein against 

hyperphosphorylation (Liu et al., 2009;Gatta et al., 2016). An increase in activity of this pathway 

might represent an early adaptive mechanism to prevent and/or delay neurofibrillary tangles 

formation in pyramidal cells. The later impairment of glucose uptake (Nicholson et al., 2010;Ding et 

al., 2013) and decreased levels of glutamine (Sancheti et al., 2014a) observed in 3xTg-AD mice is 

likely to reduce the activity of the hexosamine pathway leading to tau hyperphosrylation and tangles 

formation (Gatta et al., 2016;Oddo et al., 2003;Carroll et al., 2010). 

 

Conclusion 

Our observations indicating alterations of the glucose metabolim of pyramidal cells at a very early 

stage may have dramatic consequences for their physiology and survival in the long-term. Indeed, 

neurons are poorly equipped to detoxify methylglyoxal, a harmful glycolysis byproduct (Belanger et 

al., 2011). An increased glycolytic activity is therefore expected to alter pyramidal cells survival 

(Herrero-Mendez et al., 2009). Similarly, a decreased pentose phosphate pathway would reduce the 

capacity of neurons to produce glutathione, impairing thereby their ability to detoxify deleterious 

reactive oxygen species (Vaughn and Deshmukh, 2008). A combined increased glycolysis and 

decreased pentose phosphate pathway in pyramidal cells would dramatically increase their 

vulnerability to various insults. Further investigations will be required to identify the mechanisms 

underlying these metabolic alterations and could provide potential targets for drug-modifying 

therapies. 
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Table 1: PCR primers 

Genes 

Accession # 

 

First PCR primers 

 

Size 

(bp) 

Second PCR nested primers 

Size 

(bp) 

vGluT1 

NM_182993 

Sense, -113: GGCTCCTTTTTCTGGGGCTAC 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 126: CCAGCCGACTCCGTTCTAAG 

(Cabezas et al., 2013)
 

259 

Sense, -54: ATTCGCAGCCAACAGGGTCT 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 79: TGGCAAGCAGGGTATGTGAC 

(Cabezas et al., 2013)
 

153 

GAD65 

NM_008078 

Sense, 99: CCAAAAGTTCACGGGCGG 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 454: TCCTCCAGATTTTGCGGTTG 

(Cabezas et al., 2013) 

375 

Sense, 219: CACCTGCGACCAAAAACCCT 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 447: GATTTTGCGGTTGGTCTGCC 

(Cabezas et al., 2013)
 

248 

GAD67 

NM_008077 

Sense, 529: TACGGGGTTCGCACAGGTC 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 1109: CCCAGGCAGCATCCACAT 

(Cabezas et al., 2013)
 

598 

Sense, 801: CCCAGAAGTGAAGACAAAAGGC 

(Cabezas et al., 2013) 

Antisense, 1034: AATGCTCCGTAAACAGTCGTGC 

(Cabezas et al., 2013) 

255 

GluT1 

NM_011400 

Sense, 5: ATCCCAGCAGCAAGAAGGTGA 

Antisense, 317: AGAAGCCCATAAGCACAGCAG 

333 

Sense, 88: ACTGGTGTCATCAACGCCCC 

Antisense, 230: CCGACAGAGAAGGAACCAATCA 

164 

GluT3 

NM_011401 

Sense, 1: ATGGGGACAACGAAGGTGAC 

Antisense, 336: GCATTTCAACAGACTCCGCTATC 

358 

Sense, 23: CATCTCTGGTGTTCGCCGT 

Antisense, 314: GCGAATCCCATAAGGCAGC 

310 

HK1 

NM_001146100 

Sense, 879: CGAGAAGATGGTGAGCGGC 

Antisense, 1333: GCCACTGCCACTCTCCGA 

472 

Sense, 986: TCACGAGGGGCAAGTTCACC 

Antisense,1298: CCGAGTCAGGCACCAGGC 

330 

Pfkfb3 

NM_001177752 

Sense, 211: GTGGGAGAGTATCGGCGTGA 

Antisense, 685: ATTCGGCTCTGGATGTGGTC 

494 

Sense, 255: CAACTTCTTCCGCCCTGACA 

Antisense, 596: CACATTTATCAGGGTCAAGAGGCT 

365 
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PFK1m 

NM_001163487 

Sense, 49: GCCATCGCCGTGTTGACC 

Antisense, 276: GTCGTCCTTCTCGCTCTCGG 

247 

Sense, 106: GCTGTGGTCCGAGTTGGTATCT 

Antisense, 246: ATCGGGCACTTCCAATCACT 

160 

PFK1l 

NM_008826 

Sense, 180: AGGAGGCGAGAACATCAAGC 

Antisense, 568: GCAGTGGTAGTGATGGCGTC 

408 

Sense, 304: GCCTACAATCTGCTCCAACACG 

Antisense, 451: TGGTCAAGTGTGCGTAGTTCTG 

169 

PFK1p 

NM_019703 

Sense, 409: CGAAAGGAGTGGAGCGGA 

Antisense, 696: AAGGAACACCCAGTCGGCA 

306 

Sense, 438: GCTGGCTCGGAATGGTGAT 

Antisense, 637: TGTCTCCCCATCACCTCCAG 

219 

G6PDx 

NM_008062 

Sense, 206: GCTATGCCCGCTCACGAC 

Antisense, 232: GACGACATCCGAAAGCAGAGTG 

303 

Sense, 491: CCACGATGATGCGGTTCC 

Antisense, 353: ATGTGGCTGTTGAGGTGCTTAT 

143 

Gys1 

NM_030678 

Sense, 3: GCCTCTCAGCCGCAGTCT 

Antisense, 294: ACGCCCAAAATACACCTTACAA 

313 

Sense, 66: CGACCCCGAGAACGCAGT 

Antisense, 205: CCTCACACCCTGCTCCGT 

157 

PygB 

NM_153781 

Sense, 108: GCATTTCACGCTGGTCAAGG 

Antisense, 380: CCCAAGACCAGCATCCTCCT 

292 

Sense, 156: CTTCTTCGCTCTGGCACACA 

Antisense, 244: CCAGGGAAAGGTAATAGATGCG 

110 

Note: Position 1, first base of the start codon. 
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Figure 1: Glucose uptake in layer II-III pyramidal cells. 

(A) The gray scale image shows the YFP fluorescence. Pseudocolor images show the YFP/CFP 

ratio value (coded by pixel hue, see scale bar in (a)) and the fluorescence intensity (coded by pixel 

intensity) at different time points before (a) and after (b, c) superfusion of 10 mM glucose. (B) Traces 

show average YFP/CFP ratio measure at the soma of individual pyramidal cells delineated in (A). 

(a), (b) and (c) indicate time points corresponding to the pseudocolor images shown in (A). (C) Mean 

relative YFP/CFP ratio changes in pyramidal cells of non Tg (black trace) and 3xTg-AD mice (red 

trace) induced by superfusion of 10 mM glucose. Traces show means (solid lines) ± standard errors 

of the mean (color shades). Note the slowly developing increase in mean relative ratio during 10 mM 

glucose superfusion and the similar temporal profiles between non Tg and 3xTg-AD mice. 
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Figure 2: Metabolic activity of layer II-III pyramidal cells.  

(A) Mean relative YFP/CFP ratio changes in pyramidal cells of non Tg (black trace) and 3xTg-AD 

mice (red trace) induced by glucose restriction (0.2 mM). Traces show means (solid lines) ± standard 

errors of the mean (color shades). Note the slowly developing decrease in mean relative ratio during 

0.2 mM Glucose superfusion. Note also the difference in the temporal profiles between non Tg and 

3xTg-AD mice. (B) Histograms show the metabolic activity (decrease in relative YFP/CFP ratio) at 

different time of glucose restriction. After 5 min of glucose restriction pyramidal cells of non Tg mice 

exhibit a higher metabolic activity than those of 3xTg-AD mice. In contrast, during longer glucose 

restriction pyramidal cells of 3xTg-AD mice display a higher metabolic activity. *, ** and *** 

statistically significant with p < 0.05, 0.01 and 0.001 respectively. 
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Figure 3: Blockade of glycolysis reveals differences in metabolic activity of layer II-III 

pyramidal cells.  

(A) Mean relative YFP/CFP ratio changes in pyramidal cells of non Tg (black trace) and 3xTg-AD 

mice (red trace) induced by glycolysis inhibition with iodoacetic acid (200 µM). Traces show means 

(solid lines) ± standard errors of the mean (color shades). Note the early decrease in mean relative 

ratio during iodoacetic acid application followed by a late increase in pyramidal cells of 3xTg-AD 

mice. (B) Histograms show the metabolic activity (decrease in relative YFP/CFP ratio) at different 

time of glycolysis inhibition. After 10 min of iodoacetic acid application pyramidal cells of 3xTg-AD 

mice exhibit a transient increase in metabolic activity. Longer application reveals a larger impact of 

glycolysis inhibition in pyramidal cells of 3xTg-AD mice than in pyramidal cells of non Tg mice. *, *** 

statistically significant with p < 0.05 and 0.001 respectively. n.s. not statistically significant. 
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Figure 4: Blockade of the pentose phosphate pathway reveals differences in metabolic 

activity of layer II-III pyramidal cells.  

(A) Mean relative YFP/CFP ratio changes in pyramidal cells of non Tg (black trace) and 3xTg-AD 

mice (red trace) induced by pentose phosphate pathway inhibition with 6-animonictotinamide (6-AN, 

1 mM). Traces show means (solid lines) ± standard errors of the mean (color shades). Note the 

slower increase in mean relative ratio during 6-AN application in pyramidal cells of 3xTg-AD mice. 

(B) Histograms show the increase in intracellular glucose (increase in relative YFP/CFP ratio) at 

different time of pentose phosphate pathway inhibition. The mean increase in relative ratio is higher 

in pyramidal cells of non Tg mice at 10, 20 and 30 min of 6-AN superfusion. *** statistically significant 

with p < 0.001. 



 

149 

 

 

 

 

Figure 5: Combined blockade of the pentose phosphate pathway and glycolysis reveals a 

transient difference in metabolic activity of layer II-III pyramidal cells.  

(A) Mean relative YFP/CFP ratio changes in pyramidal cells of non Tg (black trace) and 3xTg-AD 

mice (red trace) induced by pentose phosphate pathway and glycolysis inhibition with 6-

animonictotinamide (6-AN, 1 mM) and iodoacetic acid (200µM). Traces show means (solid lines) ± 

standard errors of the mean (color shades). Note the transient decrease in mean relative ratio during 

6-AN and iodoacetic acid application in pyramidal cells of 3xTg-AD mice. (B) Histograms show the 

metabolic activity (decrease in relative YFP/CFP ratio) at different time of glycolysis inhibition. After 

10 min and 20 min of combined iodoacetic acid and 6-AN application pyramidal cells of 3xTg-AD 

mice exhibit a transient increase in metabolic activity. Longer application reveals no significant 

difference between pyramidal cells of 3xTg-AD and non Tg mice. *, *** statistically significant with p 

< 0.05 and 0.001 respectively. n.s. not statistically significant. 
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Figure 6: Sensitivity of the RT-mPCR.  

Total whole brain RNAs (1 ng) were subjected to a RT-PCR protocol. The PCR products were 

HaeIII 

as molecular marker and stained with ethidium bromide. The amplified fragments correspond to 

neuronal markers (left), glucose transporters and key enzymes of glucose metabolic pathways 

(right). 
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Figure 7: Characterization of key molecular elements of glucose metabolism in layer II-III 

pyramidal cells.  

(A) Voltage responses (upper traces) induced by injection of current pulses (bottom traces) in a non 

Tg layer II-III pyramidal cell. In response to just-above-threshold current pulse, this neuron fired an 

action potential with a long lasting biphasic AHP (middle trace). Near saturation it showed the typical 

firing of a regular spiking neuron with marked frequency adaptation and spike amplitude 

accommodation (shaded trace). (B) The pyramidal cell shown in (A) expressed vGluT1, GluT1, 

GluT3, HK1, pfkfb3, PFK1m, PFK1l, PFK1p, and G6PDx. (C) Histograms showing the expression 

profiles of key molecular elements of glucose metabolism in layer II-III pyramidal cells of non Tg 

(black) and 3xTg-AD mice (red). No statistically significant difference in the occurrence of genes was 

observed between in pyramidal cells of non Tg and 3xTg-AD mice. Note the very low occurrence of 

pfkfb3 and Gys1 (glycogen synthase) in pyramidal neurons.  
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 L'altération précoce du métabolisme du glucose est une caractéristique fonctionnelle 

invariante de la MA. La rétention du glucose cérébral visualisée par FDG-TEP est fortement 

diminuée chez les patients (Cunnane et al., 2011) ainsi que dans de nombreux modèles 

murins de la MA (Nicholson et al., 2010 ; Niwa et al., 2002) et est utilisée chez l'humain 

pour prédire la progression de MCI vers MA (Reiman et al., 1996 ; Small et al., 1995a).  

Le métabolisme du glucose dépend à la fois de son transport dans les cellules et de son 

oxydation au sein des voies intracellulaires. Or, les études d'imagerie basées sur le FDG-

TEP ne permettent pas de faire la distinction entre les deux processus. De plus, cette 

technique apporte une vision globale du métabolisme cérébral mais n’autorise pas la 

distinction entre les différents types cellulaires qui le composent.  

 

 Notre étude a permis de mettre à jour une altération du métabolisme du glucose dans 

les cellules pyramidales corticales d'un modèle murin de la MA à un stade asymptomatique 

juvénile. Les données d'imagerie cellulaire ont mis en évidence une réponse métabolique 

différentielle des cellules pyramidales de souris 3xTg-AD et de souris non Tg. Cette 

différence ne serait pas due à une altération du transport neuronal du glucose mais à une 

augmentation du flux glycolytique associée à une diminution de l'activité de la voie des 

PPP
92

 dans les neurones des souris 3xTg-AD. 

 

A. Le métabolisme du glucose est progressivement altéré dans la MA 

 

1. Transport du glucose  

 

 Une forte réduction des transporteurs du glucose a été démontrée chez les patients de 

la MA. Cette diminution affecte aussi bien les isoformes endothéliales et astrocytaires de 

GluT1 (Kalaria and Harik, 1989a, 1989b) que l'isoforme neuronale GluT3 (Harr et al., 1995 

; Simpson et al., 1994). La réduction de GluT3 est particulièrement importante dans les 

cortex pariétal, occipital, temporal ainsi que dans l'hippocampe (Simpson et al., 1994), 

indépendamment des pertes neuronales liées à la pathologie (Simpson et al., 2008). De plus, 
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 PPP : Pentoses Phosphate Pathway 
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la diminution significative de GluT1 n'est pas associée à une réduction de la quantité 

d'ARNm (Mooradian et al., 1997). Jusqu'à présent, aucun lien n'a été prouvé entre 

l'altération du transport du glucose et la progression de la pathologie. 

Une diminution de GluT1 associée à une atrophie de l'hippocampe a été rapportée dans le 

modèle des souris APP/PS1 de 18 mois et se corrèle avec une forte charge amyloïde 

(Hooijmans et al., 2007). De la même façon, des altérations dans l'expression de GluT1 ont 

été rapportées à 12 mois chez la souris 3xTg-AD, en association à une augmentation des 

dépôts Aβ (Ding et al., 2013).  

Nos données d'imagerie n'ont détecté aucune altération du transport du glucose dans les 

cellules pyramidales des souris 3xTg-AD juvéniles. L'analyse moléculaire par scRT-PCR
93

 

va dans ce sens puisqu’aucune différence significative dans les profils d'expression des 

gènes liés au transport du glucose n'a été mise à jour.  

 

L'ensemble de ces travaux laissent à penser que la réduction des GluTs interviendrait plus 

tardivement dans la pathologie de la MA sous l'effet d'une régulation post-transcriptionnelle 

ou post-traductionnelle dépendante de l'accumulation amyloïde. 

 

 

2. Activité glycolytique  

 

 L'imagerie dynamique du glucose nous a permis de mettre à jour une plus forte 

activité glycolytique dans les cellules pyramidales des souris 3xTg-AD que dans celles des 

souris non Tg. Cependant, aucune modification du profil d'expression des enzymes liées à la 

glycolyse n'a été détectée par scRT-PCR.  

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature qui rapportent une 

augmentation du flux glycolytique chez les souris 3xTg-AD adultes (Sancheti et al., 2014). 

La présence de ce phénomène chez des souris juvéniles asymptomatiques confirme une 

dérégulation extrêmement précoce du métabolisme du glucose (Yao et al., 2009).  
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L'activité de la PFK
94

 déterminée dans le néocortex de patients ne semble pas être altérée par 

rapport aux sujets contrôles (Sims et al., 1987). En revanche, une diminution de l'activité de 

l'HK
95

 a été démontrée dès 6 mois chez la souris 3xTg-AD sans que le niveau d'expression 

de l'enzyme ne soit altéré (Ding et al., 2013). L'HK étant enzyme cinétiquement limitante de 

la glycolyse, elle serait une cible parfaite pour réguler le flux glycolytique. 

 

 De récents travaux menés sur des cellules en culture indiquent que l'activité 

glycolytique est fortement augmentée lorsque le métabolisme mitochondrial est inhibé 

(Liemburg-Apers et al., 2015), or, celui-ci se trouve être fortement altéré dans la MA 

(Atamna and Frey, 2007; Devi et al., 2006) et dans les modèles murins de la maladie 

(Caspersen et al., 2005). 

 

3. Phosphorylation oxydante 

  

 La diminution de l'activité des enzymes mitochondriales du cycle de Krebs est une 

manifestation majeure dans la MA.  

Les activités de la PDH
96

, qui catalysent la décarboxylation du pyruvate et de la KGDH
97

, 

enzyme cinétiquement limitante du cycle, sont significativement réduites dans le cerveau 

des patients souffrants de la MA (Butterworth and Besnard, 1990 ; Gibson et al., 1988). La 

quantité de PDH serait également plus faible (Mastrogiacoma et al., 1996 ; Sheu et al., 

1985).  

Des déficits au niveau de la chaîne respiratoire sont également rapportés par de nombreux 

groupes. L'activité de la cytochrome c oxydase, entre autres, serait sévèrement affectée dans 

le cerveau des patients atteints de la MA (Hirai et al., 2001 ; Parker et al., 1994 ; Parker and 
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 PDH : Pyruvate DesHydrogénase 
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Parks, 1995) malgré une apparente intégrité de l'ADN codant pour les complexes de la 

chaîne respiratoire (Reichmann et al., 1993).  

Une étude réalisée chez des souris 3xTg-AD adultes a fait valoir une diminution de la 

respiration mitochondriale ainsi qu'une plus faible activité de la PDH. Fait remarquable, des 

dysfonctions mitochondriales sont également détectées dans des cultures primaires de 

neurones embryonnaires, renforçant l'hypothèse d'un lien entre altération précoce de la 

phosphorylation oxydante et développement de la pathologie (Yao et al., 2009). 

 

 Les altérations de la phosphorylation oxydante mitochondriale associées plus 

tardivement à un transport du glucose défectueux pourraient expliquer l'hypométabolisme 

observé par FDG-TEP chez les patients de la MA (Shoffner, 1997; Yao et al., 2009).  

L'activation de la glycolyse observée dans les cellules pyramidales des souris 3xTg-AD 

juvéniles pourrait être un mécanisme de compensation à la réduction de la production d'ATP 

mitochondriale, permettant de soutenir la demande énergétique neuronale. 

 

4. Stress glycatif 

 

 Dans des neurones en condition normale, une glycolyse excessive est pro-

apoptotique (Herrero-Mendez et al., 2009). Ceci est en partie dû au fait qu'une forte 

glycolyse favorise la production de réactifs oxydants. En effet, l'augmentation du G3P, un 

intermédiaire de la glycolyse, renforce la production de methylglyoxal (voir Chen and 

Zhong, 2013 pour revue). Ce dernier mène à la formation des composés de glycation 

avancée (AGEs
98

) causant de nombreux dégâts cellulaires (Bélanger et al., 2011 ; 

Thornalley, 1996) et un stress oxydant important (Amicarelli et al., 2003 ; Kikuchi et al., 

1999 ; Shinpo et al., 2000 ; Thornalley, 2005). 

La production des AGEs augmente fortement dans les neurones au cours du vieillissement 

normal et de façon encore plus prononcée dans le cerveau des malades (Münch et al., 2002 ; 

Smith et al., 1994 pour revue). L'accumulation se fait aussi bien dans les neurones que dans 
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les cellules astrogliales et peut être associée aux plaques neuritiques et aux NFTs (Castellani 

et al., 2001 ; Chen et al., 2006 ; Fawver et al., 2012 ; Lüth et al., 2005). 

L'accumulation des AGEs conduit à la fois à une réticulation des protéines (Aβ et MAP-Tau 

entre autres) et à un stress oxydant pouvant contribuer à la vulnérabilité et exacerber les 

dysfonctions neuronales dans la MA (Münch et al., 1997). 

Des travaux menés sur des cellules en culture ont fait ressortir le rôle des AGEs dans 

l'accélération des dépôts amyloïdes (Vitek et al., 1994) suggérant que ce processus renforce 

l’amyloïdose au cours du développement de la pathologie. 

 

L'augmentation du flux glycolytique telle que nous l'avons observée dans les cellules 

pyramidales de souris 3xTg-AD pourrait donc à terme conduire à accroître le stress oxydant 

dans le cerveau vieillissant. 

 

5. Stress oxydant  

 

 Bien qu'il augmente naturellement avec le vieillissement normal des individus 

(Beckman and Ames, 1998 ; Sanz et al., 2006) et des animaux modèles (Driver et al., 2000), 

le stress oxydant est intensifié en conditions pathologiques (Marcus et al., 1998). Une 

importante oxydation des lipides (Praticò et al., 1998, p. 2 ; Sayre et al., 1997), des protéines 

(Smith et al., 1991) et des acides nucléiques (Simpson, 1992) a été exposée chez les patients 

de la MA.  

Ces phénomènes apparaissent bien avant les plaques et les NFTs dans les modèles murins de 

la maladie (David et al., 2005 ; Schuessel et al., 2005). Ainsi, chez les souris 3xTg-AD, 

l'augmentation du stress oxydant se manifeste par une production accrue de peroxyde 

d'hydrogène et de lipides peroxydés dès 3 mois (Yao et al., 2009).  
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 Le stress oxydant joue un rôle important dans la pathogenèse de la MA et pourrait 

renforcer les perturbations du métabolisme mitochondrial observées dans la pathologie 

(Reddy and Beal, 2008). 

 

6. Voie des PPP 

 

 Dans le cerveau, la PPP joue un rôle anti-inflammatoire et neuro-protecteur majeur. 

(García-Nogales et al., 1999 ; Vaughn and Deshmukh, 2008). Le NADPH qu'elle génère 

permet le recyclage du glutathion (GSH) qui, lorsqu'il est sous sa forme réduite, assure 

l'élimination des dérivés réactifs de l'oxygène (Bolaños and Almeida, 2010). Cette voie est 

primordiale dans la prévention contre le stress oxydant et glycatif.  

L'altération de la voie des PPP dans la MA a été soulignée par des recherches antérieures. La 

transkétolase, enzyme cinétiquement limitante de la branche non oxydative de la PPP, joue 

un rôle critique dans l'échange des métabolites entre la glycolyse et la voie des pentoses 

phosphates (Gibson and Blass, 2007). Des biopsies post-mortem de tissus corticaux ont 

révélé que cette enzyme était significativement altérée dans le cortex temporal des patients 

de la MA (Butterworth and Besnard, 1990; Gibson et al., 1988). 

La G6PDH est l'enzyme limitante de la PPP. Elle joue un rôle essentiel dans le maintien de 

l'équilibre redox en fournissant des équivalents réducteurs au glutathion. Une étude 

immunohistochimique a souligné une régulation positive de la G6PDH dans le cerveau des 

patients de la MA. Les auteurs suggèrent qu'il s'agit là d'une compensation mise en place 

pour combattre le stress oxydant et glycatif accru dans la maladie (Russell et al., 1999). 

Dans notre étude par imagerie FRET, l'inhibition de la voie des pentoses phosphates (PPP) 

par le 6-AN souligne une réduction significative de la voie des PPP dans les cellules 

pyramidales des souris 3xTg-AD juvéniles. Une hypothèse serait que le renforcement du 

flux glycolytique mis en évidence dans ces cellules se fasse au détriment de la PPP.  

 

Nos données suggèrent une diminution très précoce des moyens de défense des neurones 

contre le stress oxydant et le stress glycatif exacerbés très tôt dans la pathologie. Ces 
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facteurs pourraient avoir des conséquences néfastes sur la viabilité des neurones sur le long 

terme.  

 

 

B. Il existe des interactions entre altérations métaboliques, peptides Aβ et protéines 

Tau 

 

 1. Déficits métaboliques et Aβ 

 

 Le fait qu'il n'existe pas de corrélation spatiale claire entre la rétention du PiB
99

 

(utilisé pour imager la charge amyloïde in vivo) et la rétention du FDG
100

 dans le cortex des 

patients consolide l'hypothèse que les dépôts amyloïdes ne sont pas déterminants dans les 

changements métaboliques du glucose (Berti et al., 2010). 

De la même manière, une diminution de l'utilisation du glucose a été démontrée chez de 

jeunes souris transgéniques APP à un stade où les plaques amyloïdes ne sont pas encore 

déposées (Niwa et al., 2002).  

Le fait que l'application d'Aβ réduise le métabolisme du glucose dans des souris saines 

(Niwa et al., 2000) a contribué à l'hypothèse que l'Aβ soluble et non les plaques pourrait être 

à l'origine de l'altération du métabolisme énergétique. 

De récentes données vont dans ce sens et suggèrent que le transporteur endothélial du 

glucose GLUT1 serait une cible moléculaire par laquelle Aβ exercerait un effet délétère sur 

le métabolisme (Winkler et al., 2015). 

 

 Dans le cadre de la MA, la dérégulation de la bioénergétique mitochondriale se met 

en place bien avant l'apparition des premières plaques séniles et des symptômes cliniques 

(voir  Hirai et al., 2001 pour revue). De nombreuses études montrent que ces dysfonctions 

sont associées à une forte charge amyloïde au sein même de la mitochondrie dans le cerveau 

des patients comme chez les souris modèles. Cette accumulation intramitochondriale 
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précéderait l'accumulation extracellulaire et augmenterait avec l'âge chez les patients de la 

MA et dans les modèles murins (Devi et al., 2006 ; Du et al., 2008 ; Manczak et al., 2006).  

Des travaux réalisés sur culture primaire de cellules neuronales et non neuronales 

confirment que les oligomères solubles d'Aβ déstabilisent considérablement les fonctions 

métaboliques de la mitochondrie (Cardoso et al., 2001 ; Kaneko et al., 1995).  

Le métabolisme astrocytaire est également perturbé par l'Aβ qui provoque une altération de 

leurs flux calciques intracellulaires et de la production d'antioxydants (Abramov et al., 

2003). Ainsi, l'accumulation d'Aβ dans le cerveau pourrait directement participer à la 

détérioration de la phosphorylation oxydante et favoriser le stress oxydant. Il reste à élucider 

les mécanismes conduisant à ces dérégulations. 

 

 Un lien direct entre la toxicité induite par l'Aβ et ces dérégulations a été suggéré par 

l'interaction entre l'Aβ et les protéines mitochondriales ABAD
101

. Cette interaction 

distordrait la structure enzymatique des protéines provoquant leur inactivation et favoriserait 

la genèse de radicaux libres (Lustbader et al., 2004 ; Yan and Stern, 2005).  

Dans le cerveau des souris 3xTg-AD, le niveau de peptide Aβ mitochondrial augmente 

significativement à 9 mois et corrèle avec un plus fort niveau d'ABAD. En revanche, le 

déclin de l'activité énergétique débute bien avant (chez des souris âgées de 3 mois), laissant 

penser que d'autres mécanismes interviennent en amont. De plus, il semblerait qu'une 

diminution du métabolisme énergétique associée à une augmentation du stress oxydant 

contribue à la surproduction d'Aβ (Frederikse et al., 1996). Un cercle vicieux se mettrait 

ainsi en place, renforçant la production d'Aβ et de ROS. 

Notre étude sur les cellules pyramidales corticales de souris 3xTg-AD juvéniles a révélé des 

altérations métaboliques à un âge où aucun dépôt de peptide Aβ n'est observé, attestant le 

lien possible entre accumulation du peptide et déficits métaboliques. 
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Ainsi, la toxicité de l'Aβ s'exercerait sur de multiples cibles et pourrait conduire à une 

dérégulation métabolique. Un métabolisme cérébral défectueux risquerait, quant à lui, de 

renforcer les effets délétères du peptide voire même d’initier son accumulation. 

 

2. Déficits métaboliques et hyperphosphorylation de la protéine Tau 

 

 La O-N-acétylglucosamination est une réaction biochimique permettant de moduler 

dynamiquement les protéines cytoplasmiques et nucléaires par une modification du fragment 

hydroxyle de leurs acides aminés sérine et thréonine. Elle est catalysée par la O-GlcNac 
102

 

et nécessite environ 2% à 5% de l'énergie fournie par la phosphorylation oxydante. 

La O-N-acétylglucosamination maintiendrait la protéine Tau dans un faible état de 

phosphorylation, ce qui favoriserait son ancrage sur les microtubules et limiterait son 

agrégation (Liu et al., 2009).  

Les niveaux de O-GlcNac sont significativement réduits dans le cortex des patients atteints 

de la MA par rapport à des personnes saines du même âge (Wang et al., 2016). De même, un 

déséquilibre entre phosphorylation et O-N-acétylglucosamination de la protéine Tau a été 

exposé dans les neurones corticaux des souris 3xTg-AD âgées de 12 mois (Gatta et al., 

2016). 

La délétion ciblée du gène codant pour la O-GlcNac dans le cortex basal de souris adultes 

entraîne une neurodégénérescence progressive, incluant une mort neuronale étendue, une 

neuro-inflammation, une augmentation de protéines Tau hyperphosphorylées et de peptides 

Aβ ainsi que des déficits mnésiques (Wang et al., 2016).  

De plus, une diminution des transporteurs du glucose a pu être associée à une réduction de la 

O-N-acétylglucosamination de la protéine Tau et à sa plus forte phosphorylation (Liu et al., 

2009). 
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 Ces données révèlent un lien direct entre métabolisme du glucose et O-

GlcNAcylation et indiquent que ce dernier régule des voies critiques pour le maintien de 

l'intégrité neuronale. Son dysfonctionnement pourrait contribuer à la fois à la formation des 

NFTs et à la neurodégénérescence observée dans la MA. 

Le fait que les données de scRT-PCR n'aient révélé aucune altération significative dans les 

profils d'expression des gènes liés au métabolisme du glucose laisse penser que l'interaction 

entre l'expression des transgènes et les altérations métaboliques observées dans les cellules 

pyramidales des souris 3xTg-AD s'exerce précocement au niveau post-transcriptionnel ou 

post-traductionnel.  

 

 

C. Les déficits métaboliques affectent les fonctions neuronales 

 

1. Métabolisme et dysfonctions synaptiques 

 

 Plusieurs pistes indiquent que des altérations précoces du métabolisme du glucose 

pourraient être à l'origine des dysfonctions synaptiques observées dans la MA. 

L'activité de la GSK-3
103

, enzyme impliquée dans la synthèse du glycogène, est 

significativement plus importante chez les patients souffrants de la MA que chez les 

individus sains du même âge (Blalock et al., 2004).  Or, l'activation de cette enzyme 

provoquerait une réduction de la synthèse d'acétylcholine et favoriserait l'apoptose (Hoshi et 

al., 1996).  

La GSK-3 serait également impliquée dans l'inhibition de la LTP
104

, dans l'altération de la 

mémoire ainsi que dans la mise en place des processus inflammatoires associés à une 

activation microgliale (Chen and Zhong, 2013 ; Hooper et al., 2007, 2008). 
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Enfin, l'activation de la GSK-3 favoriserait l'accumulation de l'Aβ (Jaworski et al., 2011 ; 

Phiel et al., 2003) et l'hyperphosphorylation de la protéine Tau (Cho and Johnson, 2003 ; 

Lovestone et al., 1994) ainsi que la formation des NFTs (Lucas et al., 2001). 

Cette enzyme pourrait donc jouer un rôle direct dans les déficits synaptiques observés dans 

la MA et le développement des lésions associées à la pathologie. 

 

 Les mitochondries sont soumises à l'influence de nombreux facteurs agressifs comme 

les signaux externes d'apoptose, les surcharges calciques et le stress oxydant (Baloyannis, 

2006; Bubber et al., 2005). Leur dégénérescence précoce pourrait être à l’origine d'un grand 

nombre de dérégulations synaptiques observées dans la MA telles que l'altération des flux 

calciques intracellulaires (Bernstein et al., 2005 ; Honarnejad et al., 2013 ; Jaworska et al., 

2013) ou encore la stimulation des voies apoptotiques (Chan et al., 2002 ; Lloret et al., 2008 

; Tokarz et al., 2016).  

 

 L'excitotoxicité est un événement critique dans la MA (Hynd et al., 2004). Bien qu'il 

ait été montré que les oligomères Aβ pouvaient se lier aux récepteurs NMDA pour exercer 

un effet neurotoxique (Tominaga-Yoshino et al., 2001), une altération du métabolisme du 

glucose pourrait fortement contribuer à cette excitotoxicité en perturbant le recyclage du 

glutamate par les astrocytes.  

Une étude confirme le lien entre Aβ, perturbation du métabolisme astrocytaire et mort 

neuronale (Abramov et al., 2003).  

De façon plus générale, une diminution de la production d'ATP rendrait de plus en plus 

difficile le maintien de la communication neuronale (voir chapitre I.A.2. de l'introduction). 

 

 L'autophagie est impliquée dans l'élimination des protéines et des organites. Elle 

intervient dans la dégradation de l'amyloïde et pourrait jouer un rôle important dans la 

pathogenèse de la MA (Jaeger et al., 2010). Ce processus est altéré chez les patients touchés 

par la MA (Ma et al., 2010 ; Pickford et al., 2008) et dans les modèles murins de la maladie 

(Yu et al., 2004).  
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Des souris dont le système d'autophagie est dérégulé présentent une neurodégénérescence 

(Hara et al., 2006) associée à une accumulation intracellulaire et extracellulaire d'Aβ (Cai et 

al., 2012 ; Yu et al., 2004). De nombreux liens entre altération du processus d'autophagie et 

la tauopathie ont également été mis en évidence (Hamano et al., 2008 ; Schaeffer et al., 2012 

; Wang et al., 2009). 

Or, ce processus a un coût énergétique. Le métabolisme du glucose est important pour 

l'autophagie, en particulier via la O-N-acétylglucosamination (Wang and Hanover, 2013). 

Dans les astrocytes, l'autophagie est essentielle car elle permet, entre autres, la régénération 

du réseau mitochondrial (Motori et al., 2013). L'altération de ce processus pourrait donc 

renforcer les altérations métaboliques observées dans la maladie. 

 

La perturbation du métabolisme du glucose pourrait donc être à l'origine de nombreux 

processus physiopathologiques associés à la MA. 

 

2. Pourquoi certaines régions cérébrales sont-elles plus sévèrement affectées que 

d'autres ? 

 

 L'hypométabolisme du glucose révélé par FDG-TEP est spécifique de certaines 

régions corticales (en particulier les lobes temporaux et pariétaux corticaux). Si les 

altérations du métabolisme du glucose en général et du métabolisme mitochondrial en 

particulier sont des facteurs initiateurs du processus physiopathologique, pourquoi 

conduiraient-elles à une hétérogénéité régionale si marquée ?  

Un premier élément de réponse peut être apporté par le fait que la demande énergétique est 

variable selon les différents types cellulaires. A ce titre, les neurones sont particulièrement 

énergivores. De plus, une variabilité de la demande énergétique peut subsister au sein de la 

population neuronale. Les neurones de projection ont une forte demande énergétique. Or, il 

semblerait que ceux-ci dégénèrent le plus précocement dans les maladies 

neurodégénératives (Pacelli et al., 2015). A ce titre, il serait intéressant d'étudier le profil 

métabolique de types cellulaires spécifiques tels que les cellules pyramidales de projection 

ou encore les interneurones à projections longues à différents stades de la pathologie. 
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Une deuxième explication serait l'existence d'un métabolisme variable au sein des 

différentes régions cérébrales. Un article paru en 2010 a démontré qu'il existait une variation 

régionale de la glycolyse aérobie par rapport à la phosphorylation oxydante dans le cerveau 

humain (Vaishnavi et al., 2010). Ainsi, le DMN
105

 qui regroupe des régions particulièrement 

actives lorsqu'un sujet est éveillé mais en état de repos, possèderait un métabolisme du 

glucose élevé chez les sujets sains (Silverman et al., 2001). Cependant, il se trouve que ces 

mêmes régions (dont le lobe temporal et médio préfrontal) sont plus fortement sujettes à la 

déposition amyloïde (Buckner et al., 2005 ; Vlassenko et al., 2010). 

 

 

Conclusion 

 

 Le métabolisme du glucose fait intervenir un grand nombre de voies et d'acteurs 

cellulaires et subcellulaires. Parmi eux, la mitochondrie semble particulièrement vulnérable 

et présente des altérations très précoces dans le développement de la pathologie Alzheimer.  

Les dysfonctions mitochondriales pourraient être critiques dans le développement des 

formes sporadiques de la MA comme le suppose le lien entre l'hypométabolisme cérébral et 

l'histoire familiale maternelle avec la maladie (Liang et al., 2008 ; Mosconi et al., 2009).  

Une altération de la bioénergétique mitochondriale pourrait avoir des conséquences néfastes 

sur le long terme. Dans un premier temps, des mécanismes de compensations pourraient se 

mettre en place au sein même de la mitochondrie puis, à l'échelle cellulaire. L'augmentation 

de l'activité glycolytique permettrait par exemple de pallier la production défectueuse d’ATP 

par la phosphorylation oxydante. A terme, l'accumulation des perturbations, les effets 

secondaires des mécanismes compensateurs et les altérations liées au vieillissement normal, 

fragiliseraient les neurones et conduiraient aux déficits pathologiques associés à la maladie. 
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 Un très grand nombre de processus sont altérés dans la MA. Il est difficile de faire la 

part des choses entre perturbations initiales, systèmes de compensations et renforcement des 

altérations par un système d'engrenage. Dans tous les cas, il serait présomptueux de 

prétendre qu'une seule cause en soit à l'origine. 

L'hypométabolisme du glucose pourrait générer de façon indépendante les caractéristiques 

anatomopathologiques de la MA incluant les plaques Aβ, l'hyperphosphorylation de la 

protéine Tau ainsi que les pertes synaptiques et neuronales. Si cette hypothèse est plausible 

pour les formes sporadiques, elle n'explique pas les formes familiales le plus souvent 

associées à des mutations dans les voies de la synthèse amyloïde. 

L'intense travail de recherche effectué ces dernières décennies conduit à penser que les trois 

facteurs que sont l'accumulation de peptides Aβ, la fibrillation de la protéine Tau et le 

métabolisme déficient du glucose agiraient de concert (avec des contributions relatives 

variables). Ces trois facteurs assureraient la mise en place d'un grand nombre de cascades 

physiopathologiques amenant de façon synergique aux dysfonctions cérébrales associées à 

la MA. Ces cascades incluraient vraisemblablement les dysfonctions du métabolisme 

mitochondrial, l'augmentation du stress oxydant, les processus inflammatoires, 

l'excitotoxicité et les AGEs. 

 

 L'ensemble des points évoqués ici expliquerait en partie pourquoi les stratégies 

thérapeutiques visant à cibler un seul aspect de la pathologie se sont avérées peu efficaces. 

La prise en charge précoce des patients et la mise en place d'une thérapie multifactorielle 

semblent primordiales pour espérer parvenir à ralentir significativement le développement 

de la pathologie.  
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Schéma bilan : Altération du métabolisme du glucose neuronal dans la MA 

 

En comparaison avec le métabolisme neuronal normal présenté dans le schéma bilan p.97 : Le 

nombre de GluTs décroît progressivement au cours de la pathologie. La GSK présente une 

activité excessive. La mitochondrie est fortement affectée, l'efficacité du cycle de Krebs et de la 

chaîne respiratoire sont réduites et une quantité importante de ROS est produite. Le flux 

glycolytique serait rapidement renforcé pour pallier le déficit de la phosphorylation oxydante 

mais favoriserait la production de MG et de AGEs toxiques pour la cellule. En parallèle, une 

diminution de la voie des PPP et de la OGlcNA fragiliserait les neurones contre les stress 

glycatif et oxydant accrus et favoriserait la survenue des caractéristiques anatomopathologiques 

de la MA dont la phosphorylation de la protéine Tau, l'accumulation d'Aβ, les dérégulations des 

processus d'autophagie et l'inflammation sont des exemples. Les rôles des astrocytes, des 

cellules microgliales et de la BHE dans les altérations métaboliques liées à la MA ne sont pas 

représentés ici. Les enzymes sont indiquées en vert, les coenzymes en rose et les intermédiaires 

métaboliques en noir (se reporter à la liste p.16-17 pour les abréviations). 
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Partie 3 : 

 

 

Contribution des récepteurs α1 et β 

noradrénergiques dans la modulation de 

l'excitabilité des cellules pyramidales 

corticales chez la souris 
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La NA
106

 (noradrénaline ou norépinéphrine) appartient à la famille des catécholamines, un 

ensemble de molécules comprenant à la fois des substances endogènes telles que la 

dopamine ou encore l'adrénaline mais également des composés synthétisés artificiellement 

comme l'isoprotérénol.  

 

 Les prémices de la recherche sur les CAT
107

 débutent à la seconde moitié du 19
ème

 

siècle, lorsque Claude Bernard met en évidence une régulation du tonus vasculaire par le 

système nerveux sympathique (Bernard C., 1878). 

En 1864, Henry Hyde Salter écrit dans the asthma book que "la guérison de l'asthme par une 

violente émotion est plus soudaine et complète qu'aucun autre remède quel qu'il soit". Cette 

"guérison" instantanée sera plus tard associée à une libération d'adrénaline par les glandes 

surrénales. 

Au début des années 1890, le pharmacologue allemand Johann Carl Jacobj montre que la 

stimulation des glandes surrénales abolit le péristaltisme intestinal induit par stimulation 

électrique du nerf vague (Jacobj 1892). Quelques années plus tard, Oliver et Schäfer 

découvrent les effets d'extraits de glandes surrénales sur le système cardiovasculaire et le 

concept d'hormones commence à émerger (Oliver et Schäfer 1894). 

C'est en 1898, à Baltimore, qu'une CAT est partiellement purifiée pour la première fois. Le 

chimiste John Jacob Abel (Abel 1899) l'ayant obtenue à partir de glandes surrénales, il 

l'appelle épinéphrine. En 1900, au Japon, la même molécule est totalement purifiée et 

cristallisée par le chimiste Jokichi Takamine (Takamine 1901) qui l'appelle adrénaline.  

Enfin en 1946, la noradrénaline (NA) est découverte par Ulf Svante Von Euler au niveau des 

nerfs périphériques avant d'être également mise en évidence dans le cerveau. 
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I. Physiologie de la noradrénaline dans le système nerveux central 

 

Dans le système nerveux central, la NA tient le rôle de neurotransmetteur aux multiples 

fonctions, brièvement présentées ici. Sa découverte a joué un rôle majeur dans l'histoire de 

la physiologie. 

 

A. La NA est impliquée dans de nombreuses fonctions cérébrales 

 

1. Régulation du flux sanguin cérébral 

 

 Etant donné le rôle de l'adrénaline dans le contrôle de la distribution sanguine par le 

système sympathique, il n'est pas surprenant que la NA affecte le diamètre des vaisseaux 

(Mulligan and MacVicar, 2004 ; Peppiatt et al., 2006) et régule le flux sanguin dans le 

système nerveux central (Raichle et al., 1975). Une récente étude effectuée sur des rats a 

montré que la NA était importante pour optimiser la distribution du volume sanguin cérébral 

dans les régions activées grâce à un effet vasoconstricteur général associé à des 

vasodilatations locales qui optimiserait la distribution du sang aux zones actives (Bekar et 

al., 2012). 

 

2. Réponse au stress 

 

 Le système noradrénergique est significativement et dynamiquement affecté par le 

stress (Cassens et al., 1980 ; Flügge et al., 2004). En condition de stress aigu, la NA 

augmente aussi bien dans le système nerveux central que périphérique (Abercrombie and 

Jacobs, 1987 ; Sands et al., 2000). Des dysfonctions du système noradrénergique ont été 

impliquées dans de nombreux troubles psychiatriques tels que l'anxiété ou la dépression, 

dont la plupart sont précipités par un stress chronique (Morilak and Frazer, 2004). 
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3. Eveil, attention et concentration  

 

 Le taux cérébral de NA baisse pendant le sommeil (Berridge et al., 2012) et atteint 

des niveaux très élevés en situation de danger ou en période de stress (Sara and Bouret, 

2012). Des rats dont les projections noradrénergiques ascendantes ont été lésées présentent 

des déficits cognitifs (Mair et al., 2005) particulièrement marqués en condition d'excitation 

ou de tâche comportementale demandant une forte concentration (voir Robbins, 1997 pour 

revue et travaux antérieurs). Des études par imagerie TEP menée chez l'homme ont 

également montré que la NA affectait l'attention et la mémoire de travail en facilitant 

l'intégration fonctionnelle des régions impliquées dans ces processus. Ainsi, la NA augmente 

l'attention, permet la concentration et promeut la vigilance (Berridge et al., 2012).  

 

4. Acuité sensorielle 

 

 Des études menées sur les neurones du cortex auditif du singe ont démontré que la 

NA induisait une diminution de l'activité spontanée des neurones mais renforçait la réponse 

évoquée par un signal auditif (Foote et al., 1975). De nombreuses études ont confirmé cet 

effet "facilitant" de la NA dans le cortex cérébral (Waterhouse and Woodward, 1980) ou 

l'hippocampe (Segal and Bloom, 1976) qui augmenterait ainsi le ratio signal sur bruit. 

De plus, en présence d'un stimulus auditif particulier dans un environnement sonore, la NA 

favoriserait la perception précise dudit stimulus en inhibant les réponses induites par les 

fréquences sonores similaires et en augmentant sélectivement la réponse évoquée par le 

stimulus en question (Manunta and Edeline, 2004). Des observations similaires ont été faites 

dans le cortex visuel chez le rat (Hurley et al., 2004). Ceci suggère que lorsque l'attention est 

forte, le système auditif est plus sélectif ou plus finement mis au point.  

  

 Plusieurs équipes ont également montré le rôle de la NA dans l'amélioration de la 

rythmicité et de la synchronisation des décharges neuronales, par exemple au niveau du 

cortex piriforme en réponse à des stimulations olfactives (Bouret and Sara, 2002) ou encore 
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dans le cortex somatosensoriel après stimulation tactile (Lecas, 2004). Connaissant 

l'importance de la précision temporelle des décharges de PA dans l'encodage d'un stimulus 

(Dan and Poo, 2006 ; Lestienne, 2001), il semble que l'acuité de la perception sensorielle 

serait facilitée par la NA. 

 

5. Formation de la mémoire, sa consolidation et sa rétention  

 

 Des études comportementales ont été réalisées chez le rat. Après que celui-ci ait 

mémorisé une nouvelle tâche comportementale (i.e. pendant la période de consolidation), 

l'utilisation de composés pharmacologiques altérant la transmission noradrénergique a 

provoqué une altération de la mémorisation. Les auteurs concluent que la NA interagit avec 

d'autres neuromodulateurs pour favoriser la formation de la mémoire à long terme (voir 

(McGaugh and Roozendaal, 2009) pour revue). De nombreuses études ont depuis confirmé 

le fait que la NA stimulait la formation et la consolidation de la mémoire (Ferry et al., 1999 ; 

Murchison et al., 2004). 

 

 

B. La production de la NA est assurée par des groupes de neurones formant des 

noyaux 

 

1. Les noyaux noradrénergiques sont localisés au niveau du tronc cérébral 

 

 Dans le cerveau, la NA est produite par un petit nombre de neurones aux propriétés 

morphologiques et anatomiques spécifiques. Les neurones noradrénergiques projettent vers 

la plupart des aires cérébrales grâce à leur arborisation axonale extrêmement ramifiée 

(Figure 42). Ils présentent un grand nombre de collatérales et des centaines de terminaisons 

leur permettant de libérer la NA de façon synaptique et extra-synaptique (Kvetnansky et al., 

2009). 
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Figure 41 : Localisation des noyaux noradrénergiques du système nerveux 

central  

 

Vue sagittale schématique d'un cerveau de rongeur. Les noyaux noradrénergiques sont 

désignés LoC, SubC, A7, A5, A2 et A1 en référence à l'atlas stéréotaxique établi par 

Paxinos et Franklin (Paxinos and Franklin, 2004). Le code couleur correspond à l'origine 

embryonnaire de chaque population neuronale. Le Locus Coeruleus est la principale source 

de noradrénaline du système nerveux central. [Source : Adapté de Berridge and 

Waterhouse, 2003] 

                                         

 

Les corps cellulaires de ces neurones sont étroitement regroupés en de petites structures 

appelées noyaux. Ils ont été cartographiés pour la première fois en 1964 par Annica 

Dahlström et Kjell Fuxe (Dahlstroem and Fuxe, 1964). Situés au niveau du Pons et de la 

medulla oblongata, les noyaux noradrénergiques ont été classifiés en 7 groupes cellulaires 

(A1-A7). Les groupes A1, A2, A4 et A6 (Locus Coeruleus) appartiennent au système 

ascendant dont les afférences projettent sur le cerveau antérieur et le cervelet (Figure 41).  
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Les neurones du noyaux A5 et A7, situés respectivement en position ventro-caudale du 

LC
108

 et dans le Subcoeurleus, appartiennent au système descendant. Ils envoient leurs 

prolongements sur les neurones sympathiques pré-ganglionnaires de la moelle épinière 

assurant une modulation de l'activité du système sympathique périphérique par le système 

nerveux central (Kvetnansky et al., 2009). 

 

2. Le Locus Coeruleus est le principal noyau noradrénergique 

 

 Situé bilatéralement au niveau du Pons, à côté du quatrième ventricule, le LC est la 

principale source de NA du système nerveux central (Figures 41). Bien qu'il contienne 

relativement peu de neurones (quelques 1 500 chez le rat et 15 000 chez les primates 

(Mouton et al., 1994), le LC innerve la quasi-totalité des régions cérébrales ainsi que la 

moelle épinière (Figure 43) (Sara and Bouret, 2012).  

 

 

 
 

 

Figure 42 : Diversité morphologique des neurones du Locus Coeruleus 

 

Dessin d'après observation microscopique de trois types de neurones du Locus Coeruleus. 

Gauche : Neurone multipolaire ; milieu : neurone fusiforme ; droite : neurone ovoïde. Un 

grossissement du soma est réalisé à droite de chaque neurone. [Source : Adapté de Cintra et 

al., 1982] 

 

 

                                                 
108

 LC : Locus Coeruleus 
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La plupart des neurones qu'il contient utilise la NA comme neurotransmetteur ; quelques-uns 

utiliseraient également le GABA, bien que leur rôle reste encore à déterminer. Selon leur 

morphologie, les neurones du LC peuvent être regroupés en différentes catégories (Figure 

42) (Cintra et al., 1982 ; Loughlin et al., 1986). Chaque catégorie étend son axone dans des 

régions cérébrales spécifiques. Les neurones fusiformes projettent dans le cortex et 

l'hippocampe alors que les neurones multipolaires innervent le cervelet et la moelle épinière 

; les petits neurones arrondis, quant à eux, ciblent l'hypothalamus (Loughlin et al., 1986). Un 

même neurone peut innerver plusieurs régions cérébrales (Foote and Morrison, 1987). 

 

 

 

Figure 43 : Projections des neurones noradrénergiques dans le système 

nerveux central 

 

Schéma d'un cerveau de rat en vue parasagittale. Les neurones noradrénergiques du LC 

projettent leurs axones au niveau des régions limbiques et néocorticales, du thalamus, du 

cervelet et de la moelle épinière. Les neurones noradrénergiques des groupes A1, A2, A5, 

et A7 projettent sur des régions plus restreintes et interviennent dans les fonctions dites 

autonomes. (Neurones et projections noradrénergiques : triangles pleins et lignes rouges ; 

adrénergiques : triangles ouverts et lignes vertes. A1, A2, A4, A5, et A7, neurones 

noradrénergiques ; C1, C2, et C3, neurones adrénergiques ; LC, Locus Coeruleus ; SC, 

aire SubCoeruleus). [Source : Adapté de Kvetnansky et al., 2009] 

 

 



 

188 

 

Le niveau d'activité du LC corrèle fortement avec l'état de vigilance. En période d'éveil 

calme, les neurones du LC déchargent à une fréquence lente et régulière d'environ 1 Hz. 

Cette fréquence de décharge augmente en réponse à des stimulations brusques comme un 

flash lumineux ou un bruit intense (Berridge and Waterhouse, 2003 ; Sara, 2009) et précède 

les réponses comportementales (Aston-Jones et al., 1997 ; Bouret and Sara, 2004 ; Sara and 

Segal, 1991) 

  

3. Les fibres noradrénergiques innervent l'ensemble du néocortex 

 

 Les neurones noradrénergiques du LC projettent leurs axones dans le cortex cérébral, 

innervant les cortex cingulaires, prélimbiques et infralimbiques (Figure 43) (Jones et al., 

1977). La quasi-totalité des régions cérébrales sont innervées à l'exception des ganglions de 

la base (voir Foote and Morrison, 1987 pour revue). 

L'innervation noradrénergique dans les différentes couches du cortex a été présentée par 

immunohistochimie de la DBH réalisée chez le singe (Figure 44) (Berger and Alvarez, 

1994; Sadikot and Parent, 1990). Une distribution dense et uniforme est observée dans le 

gyrus denté, la région CA1 de l'hippocampe et le subiculum humain (Gaspar et al., 1989 ; 

Samson et al., 1990). 

Des études anatomiques et fonctionnelles révèlent que le PFC envoie des projections sur les 

noyaux noradrénergiques en retour, suggérant un rétrocontrôle de la libération corticale de 

NA (Jodo et al., 1998). L'effet de la NA sur les régions cibles dépend largement des types de 

récepteurs qui s'y trouvent et de leur distribution.  
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Figure 44 : Innervation du néocortex par les fibres noradrénergiques 

 

 (A) Dessin, d'après observation microscopique, de l'innervation noradrénergique au niveau de 

trois aires corticales chez le singe. Le cortex somatosensoriel est densément innervé. Dans 

l'aire 17 du cortex visuel, le degré d'innervation des fibres noradrénergiques diffère fortement 

selon les couches. (B) Photomicroscopie à fond noir de l'immunoréactivité DBH dans le cortex 

préfrontal de singe. La densité et l'orientation des fibres varient selon les couches corticales (I-

VI). [Source : Adapté de The Human Nervous System, third edition, V : Cortex, Juergen K. 

Mai and George Paxinos] 

 

   

 

C. Le métabolisme de la NA est compartimenté 

 

Comme toutes les CAT, la NA est une molécule organique composée d'un groupe catéchol 

associé à un groupement amine. Elle est synthétisée à partir de la L-Tyrosine dans les 
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cellules endocrines catécholaminergiques et les neurones du système nerveux central et 

périphérique. 

 

1. Voie de synthèse et stockage de la NA 

 

 A la fin des années 1930, Hermann Blashko étudie les travaux d'Otto Neubauer sur 

l'ensemble des réactions conduisant à la production des acides aminés. Il propose alors une 

voie de synthèse pour la noradrénaline et l'adrénaline (Blaschko et al., 1937a) qui sera 

confirmée une dizaine d'années plus tard (Figure 45) (Blaschko et al., 1950; Blaschko, 

1954, 1957). 

Dans un premier temps, la L-Tyrosine est convertie en L-Dopa
109

 par l'enzyme TH
110

 située 

dans le cytosol. Cette réaction est le facteur limitant de la biosynthèse des CAT. Une 

seconde enzyme, l'AACD
111

, catalyse la décarboxylation de la L-Dopa en DA
112

 qui est 

alors transportée du cytoplasme vers des vésicules de stockage intracellulaires. 

Dans les neurones dopaminergiques du système nerveux central, la DA est directement 

utilisée en tant que neurotransmetteur. Dans les neurones noradrénergiques et les cellules 

chromaffines de la médullosurrénale, en revanche, la DA est convertie en NA grâce à la 

DBH
113

, une enzyme spécifiquement active dans les vésicules de stockage (Figure) 

(Kvetnansky et al., 2009). 

 

2. Libération de la NA par exocytose 

  

 Dans le système nerveux, la libération de la NA dans l'espace extracellulaire est 

stimulée par l'influx calcique succédant à un PA (Südhof and Rizo, 2011). La libération 

                                                 
109

 L-Dopa : DihydrOxyPhénylAlanine Lévogyre 
110

 TH : Tyrosine Hydroxylase 
111

 AACD : Aromatic Aminoacid DeCarboxylase 
112

 DA : DopAmine 
113

 DBH : Dopamine β-Hydroxylase 
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vésiculaire (ou exocytose) a lieu le long de l'axone, au niveau de portions dilatées appelées 

varicosités (Figure 46) (Séguéla et al., 1990). 

 

 

 
 

 

Figure 45 : Voie de synthèse de la noradrénaline 

 

Les enzymes intervenant à chaque étape de la synthèse sont représentées en couleur, le 

nom des composés ainsi que leur structure moléculaire en noir, les modifications 

moléculaires dues à la dernière réaction enzymatique en rouge. [Source : Adapté de 

Kvetnansky et al., 2009] 

 

 



 

192 

 

Pour des raisons pratiques, le terme de "synapse" est très souvent employé mais le 

phénomène de libération peut avoir lieu en l'absence d'élément postsynaptique spécialisé 

(i.e. Complexe jonctionnel) (Descarries et al., 2008). 

 

 

 
 

Figure 46 : Varicosité axonale d'un neurone noradrénergique projetant dans 

le cortex 

 

Observation en microscopie électronique d'un axone en coupe longitudinale (à gauche) et 

transversale (à droite) après marquage de la noradrénaline. Les varicosités sont les zones 

dilatées, non spécialisées, contenant de nombreuses vésicules amassées (Echelle : 1 μm). 

[Source: Adapté de Séguéla et al., 1990] 

 

 

 

3. Recapture de la NA extracellulaire  

 

 Les travaux menés par Julius Axelrod à la fin des années 1950 ont permis de 

découvrir que les CAT libérées ne demeurent pas longtemps dans l'espace extracellulaire. En 

effet, si elles ne se lient pas à un récepteur cible, elles sont rapidement recaptées par les 

varicosités axonales, par les cellules cibles ou encore par la glie environnante. Cette fonction 

est assurée par plusieurs types transporteurs membranaires.  

Les NET
114

 sont des transporteurs dépendants des ions sodium et chlorure qui sont 

spécifiquement exprimés dans les neurones noradrénergiques (Figure 47) (Torres et al., 

2003). Ils présentent une forte affinité pour la NA et la DA et une faible capacité de 

                                                 
114

 NET : NorEpinephrine Transporters 
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transport. Ils se situent aussi bien au niveau du soma que de l'axone et des dendrites 

(Schroeter et al., 2000), mais à distance de la "synapse" où la NA est libérée. Cette dernière 

doit donc diffuser dans l'espace extracellulaire avant d'être évacuée (Torres et al., 2003). Des 

études immunohistochimiques menées chez le rat ont révélé la présence des NET à la 

membrane des cellules épendymaires, en revanche, aucune immunofluorescence n'a été 

détectée dans les cellules gliales (Schroeter et al., 2000). 

Dans le cerveau, la recapture de la NA peut également être effectuée par les EMT
115

 et les 

PMAT
116

. Ces transporteurs de faible affinité possèdent cependant une haute capacité de 

transport. Récemment mis en évidence dans les cellules gliales ils restent principalement 

détectés dans les neurones (Vialou et al., 2008). Après la libération de NA dans la fente 

synaptique, celle-ci va se déverser en dehors de la synapse pouvant diffuser sur des distances 

relativement importantes (de l'ordre de 20 microns) (Daws, 2009). Les EMT et PMAT 

interviendraient au niveau postsynaptique et dans les cellules périphériques afin de limiter la 

diffusion latérale du neurotransmetteur (Duan and Wang, 2010 ; Gasser et al., 2017).  

 

4. Recyclage de la NA par les neurones noradrénergiques 

 

 La NA évacuée de l'espace extracellulaire peut être à nouveau transportée du cytosol 

vers des vésicules de stockage grâce à des transporteurs vésiculaires de monoamines 

(Figure 47) (Wimalasena, 2011). Deux isoformes de VMAT
117

 ont été clonées jusqu'à 

présent. VMAT1 est préférentiellement exprimée dans les cellules endocrines alors que 

VMAT2 est majoritairement détectée dans les neurones (Cliburn et al., 2016) et dans les 

cellules β pancréatiques. 

Ces transporteurs sont dépendants des ions sodium et chlorure et requièrent la mise en place 

d'un gradient de protons par les pompes H
+
-ATP dépendantes (voir chapitre 2, partie 

I.A.2.b). Le système de stockage vésiculaire n'est pas figé, environ 90% de la NA est 

séquestrée grâce au VMAT mais les fuites passives conduisent à la libération permanente 

d'environ 10% des stocks (Eisenhofer et al., 1992). 

                                                 
115

 EMT : Extraneuronal Monoamine Transporters 
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 PMAT : Plasma membrane MonoAmine Transporters 
117

 VMAT : Vesicular MonoAmine Transporter 
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Figure 47 : Localisation subcellulaire des transporteurs des CAT  

 

A l'instar des autres CAT, la noradrénaline est synthétisée dans le neurone "présynaptique", 

stockée dans des vésicules grâce aux VMAT et libérée par exocytose. Elle agit sur sa cible 

et/ou est évacuée de l'espace extracellulaire grâce au transporteurs NET situés à la membrane 

de l'élément présynaptique. Les transporteurs EMT et PMAT assurent la récupération du 

neurotransmetteur par l'élément postsynaptique ou les cellules gliales environnantes (non 

montré ici). [Source : Adapté de Bennaroch 2013, Neurology] 

 

 

 

5. Catabolisme 

 

 Une fois dans le cytosol, la NA qui n'a pas été rechargée dans des vésicules 

d'exocytose est convertie en métabolites inactifs. Deux enzymes peuvent intervenir pour 
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réaliser ce processus, la MAO
118

 et la COMT
119

 (Figure 48). Elles sont également 

impliquées dans la dégradation des autres CAT. 

 

  

 

Figure 48 : Voie de dégradation de 

la noradrénaline. 

 

 

La NA est désaminée en DOPEGAL 

(3,4-dihydroxyphenylglycolaldehyde) 

par la MAO puis réduite en DHPG (3,4-

dihydroxyphenylglycol) par une 

aldéhyde réductase (AR). La COMT 

catalyse la majeure partie de la 

conversion de la NA en normétanéphrine 

et du DHPG en MHPG (3-methoxy-4-

hydroxyphenylglycol) dans les organes 

non cérébraux. L'action successive de 

l'ADH (alcohol dehydrogenase) et de 

l'AD (aldehyde dehydrogenase) 

conduisent à la conversion du MHPG en 

MOPEGAL (3-methoxy-4-

hydroxyphenylglycolaldehyde) et à la 

formation de VMA. [Source : Adapté de 

Eisenhofer et al., 2004)] 

 

 

Mise en exergue par Hermann Blashko à la fin des années 30 (Bhagvat et al., 1939; 

Blaschko et al., 1937b), la MAO est située au niveau de la membrane externe des 

mitochondries.  Cette enzyme oxyde la NA et serait la voie prédominante pour la 

dégradation de la NA dans le cerveau. Il existe deux isoformes codées par des gènes 

distincts. Les neurones noradrénergiques et dopaminergiques expriment principalement 
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 COMT : Catéchol-O-Méthyl Transférase 
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l'isoforme MAO-A alors que la glie et les neurones sérotoninergiques expriment 

préférentiellement la MAO-B (Shih and Chen, 1999). 

La COMT peut aussi intervenir dans le catabolisme de la NA.  Cette enzyme découverte par 

Julius Axelrod (Axelrod 1962) peut méthyler les radicaux hydroxyles des CAT. Les études 

immunohistochimiques réalisées chez la souris par Männistö et son équipe révèlent que la 

COMT est largement exprimée dans les différents organes (i.e. cœur, foie, poumons, rate, 

reins). Dans le cerveau, elle semble être principalement localisée au niveau du cortex et de 

l'hypothalamus ; majoritairement dans les neurones pyramidaux postsynaptiques et dans les 

cellules gliales (Myöhänen et al., 2010).  

Lors des différentes réactions du catabolisme, les intermédiaires toxiques, pouvant être 

générés, sont rapidement réduits en alcool (par une réductase cytosolique) ou oxydés en 

acides (par une déshydrogénase mitochondriale). Le produit final de la dégradation de la 

NA, le VMA
120

, est excrété dans l'urine (Figure 48) (Armstrong et al., 1957 ; Armstrong 

and McMILLAN, 1959). 

 

 

II. Effet de la NA sur les neurones pyramidaux corticaux 

 

 Le concept de récepteur a été proposé par Dale au début des années 1900. En 

injectant des extraits d'ergot de seigle chez des lapins et des chats, le pharmacologue observe 

un effet "d'annulation de l'adrénaline" sur la contraction musculaire. Ces travaux le 

conduisent à penser qu'il existe des "substances réceptives" aux CAT
121

 (Dale, 1906) mais 

c'est Raymond Ahlquist qui, 40 ans plus tard, suggèrera que les CATs peuvent agir via deux 

classes de récepteurs (Ahlquist, 1948). Comme en témoigne la riche innervation 

noradrénergique, les RA sont largement distribués dans le cortex (Nicholas et al., 1996). 
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A. Les récepteurs noradrénergiques sont largement exprimés dans le néocortex 

 

1. Distribution corticale des récepteurs α adrénergiques 

 

Les récepteurs α1 et α2 sont tous deux exprimés dans le cortex cérébral, avec un profil 

d'expression spécifique pour chacun des sous-types. Les RA-α1 sont principalement situés au 

niveau postsynaptique tandis que les RA-α2 sont à la fois au niveau pré et postsynaptique 

(Milner et al., 1998).  

 

a. Localisation des récepteurs α1 

 

Différentes études d'hybridation in situ ont permis d'examiner la distribution des ARNm des 

RA-α1a, α1b et α1d. (Day et al., 1997 ; McCune et al., 1993 ; Pieribone et al., 1994). Les 

résultats obtenus dans le cortex cérébral sont présentés ci-après.  

 

RA-α1a 

L'ARNm RA-α1a est largement exprimé dans le système nerveux central, avec un niveau 

d'expression modéré dans le cortex cérébral (Figure 49). Aucune expression n'est détectée 

dans la couche I à l'exception de quelques cellules isolées. Les couches II-III présentent le 

marquage le plus fort et la couche IV le plus faible. Un niveau d'expression similaire et 

modéré est observé dans les couches V-VI.  

 

RA-α1b 

Le niveau d'expression de l'ARNm des RA-α1b est relativement uniforme et modéré dans le 

cortex cérébral (Figure). Les couches plus profondes (V-VI) présentent un marquage plus 

fort alors que celui-ci est beaucoup plus léger dans les couches II-III et la couche IV semble 

posséder une étroite bande de cellules marquées. 
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Figure 49 : Distribution cérébrale des récepteurs α1a (Haut), α1b (Milieu) et 

α1d (Bas) 

 

Photomicrographies sur fond noir de sections coronales de cerveau de rat révélant le 

profil de distribution des ARNm des RA-α1a (Haut : A, B), α1b (Milieu : C, D) et α1d (Bas 

: E, F) par hybridation in situ (barre d'échelle 3 mm). [Source : Adapté de Day et al., 

1997] 
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RA-α1d 

La distribution de l'ARNm du RA-α1d est plus discrète à l'échelle de l'ensemble du cerveau, 

mais le niveau d'expression est fort dans le cortex (Figure 49). L'expression est nulle dans la 

couche I, modérée à forte dans les couches II-III et très forte dans les couches IV-V. La 

couche VI possède quelques cellules marquées uniquement. 

Ces récepteurs sont exprimés en proportion égale dans les cellules pyramidales (VGluT1 

positives) et dans les neurones GABAergiques (GAD 65-67 positifs) (Santana et al., 2013). 

Les trois sous-types présentent des profils d'expression distincts qui peuvent cependant se 

recouvrir dans certaines régions. Ces données suggèrent un rôle unique pour chacun de ces 

récepteurs et une complexité significative des réponses cellulaires. 

 

b. Localisation des récepteurs α2 

 

 Les études immunohistochimiques réalisées dans le cortex visuel montrent une 

détection des RA-α2 dans toutes les couches corticales, aussi bien au niveau des neurones 

pyramidaux que des interneurones et des cellules gliales (Milner et al., 1998). Ceci est en 

accord avec les études d'hybridation in situ révélant une expression ubiquitaire des RA-α2. 

Certains auteurs détectent cependant un marquage plus fort de la couche VI (McCune et al., 

1993 ; Nicholas et al., 1993a).  

L'utilisation de lignées transgéniques dans laquelle le gène rapporteur LacZ est sous contrôle 

du promoteur du récepteur α2b indique que ce dernier est préférentiellement exprimé dans les 

couches II-III et VI du cortex (Wang et al., 2002). Ces données ont été confirmées 

ultérieurement par des travaux d'hybridation in situ (Tavares et al., 1996 ; Winzer-Serhan et 

al., 1997). Les RA α2c sont, quant à eux, largement distribués dans le cortex et sont détectés 

dans toutes les couches corticales (McCune et al., 1993). 
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2. Distribution corticale des récepteurs β adrénergiques 

 

 Les expériences d'hybridation in situ et d'autoradiographies ont montré une large 

expression des RA-β dans le cortex (Figure 50). Le marquage le plus fort est observé pour 

le sous-type β1 dans les couches superficielles (Lorton and Davis, 1987 ; Nicholas et al., 

1993b ; Rainbow et al., 1984). L'expression extensive de β1 a été confirmée par 

immunohistochimie (Paschalis et al., 2009).  

Dans le cortex de rat, le signal autoradiographique de β2 est plus fort dans la couche IV que 

dans les autres couches (Rainbow et al., 1984). En comparaison avec β1 et β2, un très faible 

niveau de β3 a été détecté dans le cortex humain et celui du rat par PCR (Rodriguez et al., 

1995 ; Summers et al., 1995). 

 

 

 

 

Figure 50 : Distribution cérébrale des récepteurs β1 (gauche) et β2 (droite) 

 

Autoradiographie sur tranches coronales de cerveau de rat. [Source : Adapté de Rainbow et al., 

1984] 
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B.  Les récepteurs noradrénergiques sont couplés à des protéines G assurant la 

transduction du signal 

 

 La NA exerce ses effets en se liant et en activant des récepteurs localisés à la surface 

des cellules. Tous sont des récepteurs couplés aux protéines G ; ils exercent leur action via 

un système complexe de second messager (le détail de la structure des GPCR
122

 et les voies 

de signalisations qu'ils impliquent ne seront que très brièvement abordés dans ce manuscrit, 

voir Hoffmann et al., 2008 pour revue). 

Le premier gène codant pour un récepteur adrénergique a été cloné en 1986 par l'équipe de 

Strader (Dixon et al., 1986). Aujourd'hui, l'ensemble des gènes codant pour les RA
123

 ont été 

clonés. Ils sont au nombre de neuf (α1a, α1b, α1d, α2a, α2b, α2c, β1, β2 et β3) et sont 

généralement regroupés en 3 classes : α1, α2 et β (Figure 52). L'affinité des RA pour la NA 

varie d'un type à l'autre ; on distingue par ordre décroissant :  les RA-α2 (Km ≈ 50 nM), 

α1Rs (Km ≈ 300 nM) and βRs (Km ≈ 0.7–0.8 μM) (Figure 51) (d'après la revue de Ramos 

and Arnsten, 2007). 

L'adrénaline et la NA se liant aux mêmes récepteurs, la terminologie RA est le plus souvent 

usitée pour traiter de ces récepteurs et sera employée dans ce manuscrit.  

 

1. Les récepteurs α adrénergiques 

 

a. Récepteurs α1 adrénergiques et protéine Gq 

 

 Les récepteurs α1 sont considérés comme postsynaptiques et de surcroît excitateurs 

(Figure 53). Dans le cortex somatosensoriel par exemple, leur activation augmente 

l'excitation générée par l'administration de glutamate ou d'acétylcholine (Mouradian et al., 

1991). Cependant, ces récepteurs peuvent aussi moduler la libération présynaptique de 
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 GPCR : G Protein Coupled Receptors 
123

 RA : Récepteurs Adrénergiques 
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neurotransmetteurs, comme c'est le cas pour les terminaisons glutamatergiques qui innervent 

la couche V du cortex préfrontal (Marek and Aghajanian, 1999).  

Les RA-α1 sont également exprimés dans la glie (Hertz et al., 2010), leur activation conduit 

à une augmentation des courants transitoires calciques dans les astrocytes de l'hippocampe 

ainsi que dans la glie de Bergmann (Kulik et al., 1999).  

Généralement couplés aux protéines Gq, ces récepteurs peuvent activer la PLC
124

 et la voie 

de signalisation intracellulaire du PI
125

 (Cotecchia, 2010). Cette voie conduit à l'activation 

de la protéine kinase PKC 
126

 et à la libération de calcium intracellulaire dépendante de 

l'IP3
127

 (Figure 54). 

 

 

 

 

Figure 51 : Affinité des trois types de RA pour la noradrénaline 

 

Le RA-α2 a la plus forte affinité pour la NA suivi par ordre décroissant par le RA-α1 et le RA-

β. [Source : A partir des données de Ramos and Arnsten, 2007] 

 

 

                                                 
124

 PLC : PhosphoLipase C 
125

 PI : Phosphatidyl Inositol 
126

 PKC : Protein Kinase C 
127

 IP3 : Inositol 1,4,5-triPhosphate 
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b. Récepteurs α2 adrénergiques et protéine Gi 

 

 La NA se lie aux RA-α2 avec une haute affinité (Figure 51). Des trois sous-types 

existants, tous sont présents au niveau postsynaptique (Lee et al., 1998) alors que les 

terminaisons présynaptiques des neurones noradrénergiques ne possèdent que les sous-types 

α2-a et α2-c (Milner et al., 1998 ; Venkatesan et al., 1996). Dans le système nerveux central, 

la technique d'hybridation in situ a permis de détecter les ARNm des RA-α1 et α2 dans le 

cortex, le gyrus denté, la glande pinéale et dans une grande variété de noyaux cérébraux 

(Nicholas et al., 1993a).  

La fonction physiologique la plus connue associée aux récepteurs α2 est le rétrocontrôle 

négatif qu'ils exercent sur la libération de neurotransmetteurs par les varicosités 

noradrénergiques (Figure 53) (Waterhouse et al., 1998). Des études menées chez l'humain 

suggèrent que ces récepteurs joueraient sur les processus attentionnels en modulant la 

connectivité entre les différentes régions cérébrales (Coull et al., 1999). 

  

 

 

 

Figure 52 : Classification actuelle des récepteurs noradrénergiques 

 

La classification actuelle distingue trois classes de récepteurs noradrénergiques : α1, α2, et β, 

comprenant chacun trois sous-types. [Source : Adapté de Bylund, 2007] 
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Les RA-α2 sont généralement couplés aux protéines Gi qui réduisent la concentration 

intracellulaire en AMPc
128

 en inhibant l'enzyme qui assure sa production : l'AC
129

 (Figure 

54) (Bylund, 1992 ; Nomura et al., 2014). 

 

2. Les récepteurs β adrénergiques sont couplés aux protéines Gs 

 

 Les RA-β sont largement exprimés dans le système nerveux central et périphérique. 

Sur les trois sous-types qui ont été clonés, les β1 et β2 sont les plus abondants dans le 

cerveau (Nicholas et al., 1996). Des études immunohistochimiques conduites chez le rat 

révèlent que les RA-β1 sont fortement exprimés dans le cortex, le striatum et l'hippocampe 

tandis que les RA-β2 sont principalement trouvés dans le cervelet et l'hippocampe (Paschalis 

et al., 2009). Grâce à la technique de RT-PCR, l'équipe d'Evans a détecté l'ARNm du sous-

type β3 dans l'hippocampe, le cortex et le striatum (Summers et al., 1995). Il existe deux 

variants d'épissage qui diffèrent par leur extrémité C terminale, le variant β3b est 

prédominant dans le cerveau (Claustre et al., 2008 ; Summers et al., 1995).  

Des études pharmacologiques réalisées chez le rat ont fait valoir le rôle des RA-β dans la 

consolidation de la mémoire (Sara et al., 1999 ; Tronel et al., 2004). Alors que des 

expériences de discriminations olfactives ont révélé l'implication conjointe des récepteurs α 

et β dans ce processus (Doucette et al., 2007).  

Ces trois RA-β sont couplés aux protéines Gs qui, une fois activées, vont stimuler la voie 

AMPc et PKA
130

. Il a été rapporté que les RA-β2 peuvent également se lier aux protéines Gi, 

inhibant par-là l'activation de la voie AMPc/PKA par la protéine Gs (Figure 53 et 54) 

(Evans et al., 2010). 

 

 

 

                                                 
128

 AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique 
129

 AC : Adénylate Cyclase 
130

 PKA : Protéine Kinase A 
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Figure 53 : Localisation des 

récepteurs noradrénergiques au 

niveau des terminaisons 

synaptiques 

 

Les trois types de récepteurs sont 

exprimés au niveau postsynaptique. Ils 

sont associés à une protéine G 

particulière qui va conduire à 

l'activation ou l'inhibition d'une voie 

de signalisation spécifique. Le 

récepteur α2 est également exprimé au 

niveau des terminaisons 

noradrénergiques présynaptiques où il 

assure un contrôle négatif sur la 

libération de noradrénaline. 

 

  

 

 

3. L'oligomérisation des récepteurs module la signalisation intracellulaire 

 

 Comme les autres récepteurs couplés aux protéines G, les RA peuvent former des 

multimères avec une grande variété de récepteurs ou de canaux. L'importance de ces 

complexes dans la régulation des signaux intracellulaires ne sera que brièvement développée 

ici (voir Rebois and Hébert, 2003 pour revue).  

L'oligomérisation est un processus important pour la biologie des récepteurs couplés aux 

protéines G car elle permet de modifier la voie de signalisation intracellulaire associée à un 

récepteur (Rebois and Hébert, 2003). Les hétéromères peuvent réguler différentes voies de 

signalisation et possèdent souvent des profils pharmacologiques précis (Fuxe et al., 2014). 

En plus de former des oligomères entre différents membres de la même famille (Cotecchia, 

2010), les RA peuvent interagir avec des GPCR appartenant à différentes familles comme 

les récepteurs olfactifs, opioïdes, sérotoninergiques ou encore cannabinoïdes (Breitwieser, 

2004 ; Fribourg et al., 2011). De récentes études menées chez la souris, en système 
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recombinant, ont montré que les récepteurs β1 et β2 pouvaient s'hétérodimériser avec une 

protéine Gi couplée à un récepteur à l'adénosine de type A (Cotecchia, 2010). Les 

oligomères ainsi formés présentent une affinité réduite pour les ligands des récepteurs β 

mais pas pour ceux du récepteur A1. De plus, l'effet inhibiteur de A1 sur la production 

d'AMPc est abrogée dans les cellules exprimant les dimères A1- β1 et A1-β2. 

  

 

 

 

Figure 54 : Protéines G et voies de signalisations associées aux récepteurs 

noradrénergiques 

 

La stimulation de la protéine Gs associée aux RA-β va activer l'adénylate cyclase (AC) 

conduisant à une augmentation de la production d'AMPc et à l'activation de la PKA. La 

protéine Gi associée aux RA-α2 inhibe l'AC tandis que la sous-unité βγ active la voie des 

MAP kinases (non montré). Les RA-α1 couplés aux protéines Gq vont activer la 

phospholipase C (PLC) qui va produire du DAG (diacylglycérol) et de l'IP3 (inositol 

triphosphate) à partir du PIP2 (phosphatidylinositol triphosphate) membranaire. Ces deux 

composés vont respectivement activer la PKC et stimuler la sortie de calcium des réserves 

endoplasmiques. 

 

 

Si l'oligomérisation des GPCR modifie les propriétés pharmacologiques des récepteurs et les 

voies de signalisation qui en découlent, elle peut également moduler l'adressage des 
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récepteurs à la membrane ainsi que leur internalisation (Barak et al., 1997 ; Hague et al., 

2004 ; Stanasila et al., 2003). 

Enfin, les protéines G sont constituées de trois sous-unités : alpha, bêta et gamma. Plusieurs 

protéines G peuvent être associées à un récepteur (Milligan, 2007) et pour chaque type de 

récepteur, différentes sous-unités de la protéine G peuvent intervenir pour générer des effets 

intracelluaires spécifiques (Bayewitch et al., 1998 ; Cotecchia, 2010). Ainsi, l'activation des 

RA- α2 provoque une régulation de la concentration intracellulaire en calcium via 

l'intermédiaire des sous-unités bêta/gamma de leur protéine G.  

 

D. La NA agit sur les propriétés électrophysiologiques des neurones pyramidaux du 

néocortex 

 

De par son action sur les différents types de récepteurs, la NA libérée par fibres du LC va 

moduler les propriétés cellulaires des neurones cibles (potentiel de membrane, excitabilité 

cellulaire, cascades intracellulaires) et l'efficacité de la transmission synaptique (Salgado et 

al., 2016 ; Sessler et al., 1995 ; Waterhouse et al., 1990).  

 

1. Effets à long terme sur la plasticité synaptique  

 

 L'effet de la NA sur la modulation de la plasticité synaptique a été intensivement 

étudiée ses dernières années. Harley et son équipe  (Neuman and Harley, 1983) ont montré 

le rôle permissif de la NA dans la LTP. Libérée dans le cortex en réponse à un stimulus ou 

par l'excitation (Berridge and Waterhouse, 2003), la NA influence de manière critique les 

processus d'apprentissage et de mémorisation (Constantinople and Bruno, 2011 ; Ramos et 

al., 2008 ; Wang et al., 2007) .  La plupart des études ont été conduites en tranches, au 

niveau du cortex préfrontal (PFC
131

) ou visuel (Bröcher et al., 1992 ; Kato et al., 1991 ; 

Kirkwood et al., 1999).  

 

                                                 
131

 PFC : Prefrontal Cortex 
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Plusieurs mécanismes seraient impliqués, comme par exemple la modulation directe des 

courants NMDA ou encore l'activation de kinases conduisant à l'insertion de récepteurs 

AMPA au niveau de la membrane postsynaptique (Perugini et al., 2012 ; Seol et al., 2007 ; 

Zhou et al., 2013). En plus de moduler l'excitabilité des neurones corticaux (Carr et al., 2007 

; O’Donnell et al., 2012), la NA conduirait à une baisse du seuil d'induction de la plasticité 

synaptique au niveau des synapses glutamatergiques (Huang et al., 2012 ; Salgado et al., 

2012 ; Seol et al., 2007). 

Des études comportementales menées chez le rongeur, associées à l'utilisation de composés 

pharmacologiques comme le propanolol (agoniste des RA-β) ont conduit à penser que dans 

l'hippocampe, le rôle permissif de la NA dans l'induction de la LTP était sous-tendu par les 

RA-β (Harley, 1987; Kitchigina et al., 1997 ; Uzakov et al., 2005). Des enregistrements 

électrophysiologiques in vitro ont confirmé l'implication de la cascade intracellulaire de 

l'AMPc (via l'activation des RA-β) dans la facilitation de la LTP et la formation de la 

mémoire à long terme (Brightwell et al., 2007 ; Gelinas et al., 2008). 

Au niveau du néocortex, les récentes données de la littérature dépeignent un équilibre délicat 

entre l'activation des RA-α1 et des RA-β dans la détermination de l'effet modulateur sur les 

circuits corticaux (Salgado et al., 2012). Dans les synapses excitatrices du cortex visuel par 

exemple, l'activation des RA-α1 diminuerait le poids synaptique alors que l'activation des 

RA-β l'augmenterait (Huang et al., 2012 ; Kirkwood et al., 1999 ; Laing and Bashir, 2014 ; 

Nowicky et al., 1992 ; Seol et al., 2007). Plusieurs études ont corroboré l'hypothèse selon 

laquelle les agonistes des RA-α1 favorisaient sélectivement la LTD et supprimaient la LTP 

(Salgado et al., 2012 ; Treviño et al., 2012), tandis que les agonistes des RA-β favoriseraient 

la LTP et supprimeraient la LTD (Huang et al., 2012). De façon générale, l’activation des 

RA dépend de la concentration en NA et de l'affinité des différents récepteurs présents à la 

synapse (voir (Ramos and Arnsten, 2007) pour revue). 

 

Enfin, les effets de la NA sur le long terme peuvent également s'exercer grâce à la régulation 

de l'expression de certains gènes (Havekes et al., 2012 ; Hu et al., 2007 ; Zhou et al., 2013). 

Selon une récente étude, le renforcement de la LTP par la NA serait favorisé par une 

translation d'ARNm spécifique dans la région de CA1 (Maity et al., 2015). 
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 L'ensemble de ces résultats révèlent que la stimulation comportementale favorise la 

plasticité synaptique au niveau des neurones excités (Kety, 1972).  

 

2. Effets synaptiques de la NA 

 

a. Régulation des courants glutamatergiques 

 

 En période d'éveil, une libération modérée de NA renforcerait l'activité neuronale du 

PFC et améliorerait la mémoire de travail chez les rats et les singes via l'activation des 

récepteurs α2 de haute affinité (Birnbaum et al., 2000 ; Kovács and Hernádi, 2003 ; Li et al., 

1999 ; Ramos and Arnsten, 2007 ; Wang et al., 2010). L'activation des RA-α2 (mais aussi 

des RA-α1 postsynaptiques) conduirait à un blocage des courants induits par les récepteurs 

NMDA (Law-Tho et al., 1993 ; Liu et al., 2006).  

A l'inverse, de nombreux enregistrements effectués in vitro, dans le cortex visuel, préfrontal 

ou périrhinal révèlent que l'application de NA potentialise la transmission synaptique 

excitatrice sous-tendue par les récepteurs NMDA via un mécanisme impliquant les RA-β 

(Figure 55) et l'AMPc (Bröcher et al., 1992 ; Laing and Bashir, 2014). 

En période de stress, une forte quantité de NA est libérée par les afférences 

noradrénergiques. Les rats et les singes exposés à un stress incontrôlable présentent des 

déficits de mémoire de travail. Ces déficits sont associés à une stimulation excessive des 

RA-α1 (Winklewski et al., 2017) et de récentes études rapportent que l'activation 

postsynaptique des RA-α1 couplés à la voie PKC altère l'activité des neurones pyramidaux 

du PFC et la mémoire de travail chez les singes (Arnsten et al., 1999). Plusieurs publications 

rapportent également que la transmission glutamatergique sous-tendue par les récepteurs 

AMPA est diminuée de 30% à 80% en présence de NA (10 et 100 μM) aussi bien dans le 

cortex auditif (Dinh et al., 2009), visuel (Kobayashi et al., 2000) et préfrontal (Law-Tho et 

al., 1993 ; Ji et al., 2008 ; Roy Chowdhury et al., 2014), et que les RA- α1 sont 

principalement impliqués. 

 



 

210 

 

 

 

             

 

Figure 55 : La stimulation des RA-β augmente la fréquence et l'amplitude des 

sEPSC 

 

(A) Enregistrements en configuration cellule entière des sEPSC d'une cellule pyramidale du 

cortex préfrontal, en l'absence (gauche) et en présence (droite) d'un agoniste des RA-β (ISO). 

(D) Histogramme révélant l'augmentation significative de la fréquence des sEPSC induite par 

l'ISO. La facilitation sous-tendue par l'ISO (100 μM) est bloquée par le PRO, antagoniste des 

RA-β. (F) Histogramme révélant l'augmentation de l'amplitude des sEPSC sous ISO, bloquée 

par co-application de PRO. Potentiel de maintien −70 mV. *P < 0.05 versus control. sEPSC : 

Potentiel Post Synaptique Excitateur spontané, ISO : Isoprotérénol, PRO : Propanolol. 

[Source : Adapté de Xiao-Hua Ji et al., 2007] 

 

 

  

Les effets de la NA sur les courants glutamatergiques sont variés et dépendent de la qualité 

des récepteurs présents sur les neurones cibles. Ainsi, selon sa concentration, la NA 

stimulerait (via les RA- α1 et β) ou inhiberait (via les RA-α2) la réponse excitatrice au 

glutamate.  
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b. Régulation de la signalisation GABAergique  

 

 Historiquement, les effets de la NA sur les potentiels postsynaptiques inhibiteurs ont 

été étudiés ex vivo (i.e. sur tranches) dans les neurones pyramidaux de la région CA1 de 

l'hippocampe (Madison and Nicoll, 1988). 

Les enregistrements intracellulaires montrent que la NA provoque une réduction marquée et 

réversible des potentiels postsynaptiques inhibiteurs (IPSP) enregistrés dans les neurones 

pyramidaux de CA1.  Ceci suggère un potentiel postsynaptique excitateur intracellulaire 

(EPSP) plus grand, qui pourrait provoquer la décharge de plus d'un PA. Cet effet 

désinhibiteur de la NA est dû à un récepteur α et s'exerce au niveau présynaptique des 

cellules pyramidales. En plus de réduire les IPSP évoqués, la NA cause une augmentation de 

la fréquence des IPSP spontanés, suggérant que son action ne passe pas par une inhibition 

des décharges d'interneurones (Madison and Nicoll, 1988). Les travaux du groupe de 

Kawaguchi J. confirment ces observations. L'application de NA ou d'agoniste alpha 

provoque une augmentation de la fréquence des courants postsynaptiques inhibiteurs (IPSC) 

dans les cellules pyramidales du cortex frontal de rats (Kawaguchi and Shindou, 1998).  

Des résultats similaires obtenus in vitro ont été mis en évidence dans le cortex 

somatosensoriel (Sessler et al., 1995) et dans le cervelet (Cheun and Yeh, 1996). Dans ce 

dernier, une inhibition des cellules de Purkinje a été démontrée suite à une augmentation de 

GABA dépendante de l'AMPc (Sessler et al., 1989) qui dépendrait des RA-β. 

 

3. Modulation des propriétés intrinsèques des cellules 

 

 Les enregistrements électrophysiologiques in vitro ont permis une avancée décisive 

dans l'élucidation des mécanismes cellulaires sous-tendant l'action de la NA sur les fonctions 

cérébrales. Les études intracellulaires ont permis d'identifier les courants modulés par la NA 

dans les cellules, régulant ainsi les propriétés intrinsèques des neurones. 

Dans le cortex cérébral, l'application extracellulaire de NA augmente la probabilité 

d'émission des PA (Waterhouse et al., 2000). Dans certains cas la NA favorise même le 
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passage de neurones silencieux à un mode répondant ((Berridge and Waterhouse, 2003) pour 

revue). Dans certaines cellules encore, la NA module la rythmicité des décharges et favorise 

la synchronie des PA (Carr et al., 2007). 

 

a. Modulation des canaux calciques 

 

 Les canaux calciques interviennent dans un grand nombre de fonctions cellulaires et 

sont une cible importante de la modulation noradrénergique. Parmi les effets connus de la 

NA, l'activation des R-α2 inhibe la libération de glutamate via l'inhibition des canaux 

calciques de type N (CaV2.2) et P/Q (CaV2.1) (Chiu et al., 2011 ; Timmons et al., 2004). 

L'activation des canaux calciques de type L par les RA-β joue aussi un rôle important dans 

la régulation synaptique du glutamate et dans la plasticité à long terme (Kato, 1993). 

 

b. Modulation des canaux potassiques 

 

 Les canaux potassiques sont bien connus pour être la cible de la modulation 

noradrénergique. La liste exhaustive de ces canaux et les travaux ayant conduit à leur 

découverte ne seront pas développés ici. Citons à titre d'exemple les canaux TREK-2 

(canaux cationiques avec une grande perméabilité au potassium) qui sont activés par les RA-

α2 et conduisent à une réduction de la libération de glutamate dans le cortex entorhinal 

(Xiao et al., 2009). Le courant cationique Ih, activé par hyperpolarisation, est également 

renforcé par la NA dans le cerveau antérieur (McCormick et al., 1991).  

Dans d'autres études, la NA, au même titre que de nombreux neurotransmetteurs, provoque 

une réduction des courants K
+
.
 
Initialement présentés dans l'hippocampe, ces résultats sont 

aujourd'hui confirmés dans toutes les aires corticales. Parmi ces courants se trouvent les 

courants de slow After Hyper-Polarisation ou sAHP
132

 (Foehring et al., 1989 ; Madison and 

Nicoll, 1982 ; McCormick et al., 1991). 
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 sAHP : slow After Hyper-Polarisation 
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Inhibition des courants d'AHP 

 L'application extracellulaire de NA au niveau des cellules pyramidales de 

l'hippocampe (Madison and Nicoll, 1986a, 1986b, 1988) et du cortex (Foehring et al., 1989) 

a pour effet de dépolariser ces cellules et d'augmenter leur excitabilité en réduisant fortement 

le phénomène d'adaptation (Figure 56 (A)). Les neurones passent alors d'un mode de 

décharge phasique à un mode de décharge tonique. Le phénomène est illustré lors de 

l'injection continue d'un courant dépolarisant supraliminaire sur une cellule pyramidale : le 

temps entre deux potentiels d'actions successifs va rapidement augmenter, diminuant la 

fréquence de décharge du neurone (Figure 56 (A) gauche) (Madison and Nicoll, 1986a; 

McCormick and Pape, 1990). 

L'apparition du phénomène d'adaptation résulte de la présence de canaux potassiques 

dépendants du calcium possédant des cinétiques lentes (les courants sous-tendus par ces 

canaux peuvent durer quelques secondes) et dont les courants sont sensibles à différents 

modulateurs (tels que la sérotonine (Segal, 1990), l'acétylcholine, l'histamine (Martín et al., 

2001) ou la noradrénaline). Ces canaux sont responsables d'une hyperpolarisation longue 

nommée sAHP.  

La sAHP est généralement observée à la suite d'un train de potentiel d'action (Figure 56 

(B)), et son amplitude augmente avec le nombre de PA émis par la cellule et avec la 

fréquence de la stimulation qui lui est imposée (Abel et al., 2004). 

Son amplitude diminue très fortement en présence de neuromodulateurs (Nicoll, 1988; 

Satake et al., 2008). Le courant IsAHP est principalement dû à une sortie de potassium de la 

cellule (Storm, 1990). La dépendance à l'augmentation de calcium intracellulaire est 

également démontrée par le blocage de la sAHP lors de l'application extracellulaire d'un 

bloquant des canaux calciques (Cd
2+

 ou Co
2+

) (Madison and Nicoll, 1984). De façon plus 

spécifique, le courant de sAHP manifeste une relation coopérative et dose dépendante avec 

le calcium cytoplasmique global (Abel et al., 2004). L'identité exacte de ces canaux reste à 

ce jour inconnue, mais l'implication de plusieurs types de canaux potassiques est fortement 

envisageable (Tzingounis et al., 2007). 
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En inhibant l'AHP dépendante du calcium, la NA provoque une réduction de l'adaptation de 

la décharge des potentiels d'actions (Figure 56 (C et A)) de sorte que la réponse excitatrice 

du neurone à un stimulus dépolarisant est renforcée (Madison and Nicoll, 1986a). 

 

 

 

 

Figure 56 : La NA stimule l'excitabilité des cellules pyramidales en inhibant la 

sAHP 

 

(A) L'injection intracellulaire d'un courant dépolarisant dans un neurone néocortical humain 

résulte de la genèse d'un train de PA qui présente une adaptation de la fréquence de décharge 

(gauche). L'application extracellulaire de NA provoque une réduction réversible de cette 

adaptation (milieu et droite). (B) Trois types d'AHP sont dégagés par enregistrement en 

courant imposé d'une cellule pyramidale du cortex somatosensoriel. L'AHP rapide (fAHP) 

succède à chaque PA, les AHP moyennes et lentes (τ > 1 s) suivent un train de PA (tronqués 

dans la figure). (C) Enregistrement en potentiel imposé d'une cellule pyramidale du mPFC. La 

NA inhibe le courant IsAHP induit par un créneau dépolarisant de - 60 mV à + 50 mV pendant 

100 ms. [Source : Adapté de (McCormick and Williamson, 1989) (A) (Andrade et al., 2012) 

(B)  (Satake et al., 2008) (C)] 
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 Le courant IsAHP
133

 sous-tendu par ces canaux est un courant sortant d'une amplitude 

généralement comprise entre 25 et 50 pA et à la cinétique lente (pouvant durer quelques 

secondes). Ce courant est indépendant du potentiel et n'est pas sensible aux bloquants des 

canaux responsables des autres AHP (rapide et moyenne) comme le TEA ou l'apamine. 

  

 Plusieurs études ont ciblé l'importance de la voie de signalisation de la PKA dans 

l'inhibition de la sAHP par la NA. L'isoprotérénol, un agoniste des RA-β, a pour effet 

d'augmenter le nombre de potentiels d'actions émis par les cellules lors de l'injection d'un 

courant dépolarisant supraliminaire. Cet agoniste des RA-β diminue également l'amplitude 

des courants IsAHP (Figure 57) (Madison and Nicoll, 1982). Réciproquement, les effets de la 

NA sur l'AHP sont bloqués par un antagoniste des RA-β, le propanolol. Les mêmes 

expériences menées avec un analogue de l'AMPc (le 8 bromo cyclic AMP) conduisent à des 

effets similaires à ceux observés en présence de NA (Madison and Nicoll, 1982). De plus, 

l'ajout d'un inhibiteur de la PKA (PJI) ou d'un inhibiteur compétitif de l'AMPc (Rp-AMPc) 

bloque les effets de la NA sur la sAHP (Pedarzani and Storm, 1993) confirmant l'implication 

de la voie de signalisation de la PKA dans la régulation de la sAHP par la NA. 

Les mécanismes moléculaires de cette régulation sont mal connus, il est possible qu'ils 

passent par une phosphorylation directe des canaux responsables de la sAHP par la PKA ou 

par la phosphorylation de protéines régulatrices intermédiaires. 

L'activation de certains récepteurs (comme les récepteurs muscariniques M1 de 

l'acétylcholine ou les récepteurs métabotropes au kaïnate) a pour effet de diminuer de façon 

importante l'amplitude d'IsAHP (Melyan et al., 2002). Ce phénomène fait intervenir 

l'activation de la protéine kinase C par le DAG libéré lors du clivage du PIP2 membranaire 

par la PLC. Il a été démontré que l'application intracellulaire de myo-inositol (précurseur du 

PIP2) ou la surexpression de PIP5K (enzyme assurant la synthèse du PIP2 membranaire) 

préservait l'amplitude de la sAHP d'une dérive progressive au cours du temps (Villalobos et 

al., 2011).  
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Figure 57 : Implication des RA-β dans la modulation de la sAHP par la NA 

 

(A) Enregistrement en courant imposé d'une cellule pyramidale du cortex somatosensoriel de 

rongeur. La sAHP révélée par une décharge soutenue d'une seconde est réduite en présence 

d'isoprotérénol, agoniste des RA-β. (B) Courant de queue révélée en potentiel imposé, à la suite 

d'un créneau dépolarisant de −70 mV à 0 mV (trace noire). L'isoprotérénol bloque le courant 

IsAHP. [Source : Adapté de (Abel et al., 2004)] 

 

 

L'activation des RA-α1 passant par la voie de signalisation PLC
134

, ces résultats laissent 

supposer que les RA-α1 pourraient favoriser la dérive de la sAHP via une dégradation des 

stocks de PIP2 membranaires. Cependant, l'application de phényléphrine (agoniste spécifique 

des RA-α1) n'a aucun effet sur le rapport d'adaptation (nombre de PA évoqués par l'injection 

d'un courant supraliminaire) ou les courants IsAHP. De la même façon, un agoniste de ces 

voies de signalisation, le phentolamine, ne bloque pas l'effet significatif de la NA sur la 

réduction de ces courants (Madison and Nicoll, 1982), semblant ainsi écarter l'hypothèse 

d'une implication de la voie de signalisation PKC dans la régulation de la sAHP par la NA. 

Les enregistrements électrophysiologiques menés par Storm et Pedarzani sur les cellules 

pyramidales de l'hippocampe suggèrent une interaction possible entre les deux types de 

récepteurs. Leurs travaux ont révélé qu'un agoniste des RA-α, le 6-fluoro-Noradrénaline, 

potentialisait l'effet de l'isoprotérénol (agoniste β) sur la réduction d'amplitude de la sAHP 
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(Pedarzani and Storm, 1996) et relance donc la possibilité d'une interaction entre les voies de 

signalisation sous-tendues par les RA-β et α1. 

 

Inhibition des canaux HCN activés par les nucléotides cycliques 

 Un nouveau mécanisme associé à une diminution de conductance potassique a 

récemment été mis à jour. Les données obtenues par patch-clamp in vivo chez le primate 

montrent que l'activation des récepteurs α2 dans le PFC résulte d’une diminution de l'AMPc 

intracellulaire. Cette diminution en AMPc génère à son tour une inhibition des canaux 

HCN
135

 (activés par les nucléotides cycliques) (Wang et al., 2011). 

La fermeture de ces canaux produit une hyperpolarisation du potentiel de membrane et une 

augmentation significative des PA évoqués dus à une augmentation de la résistance d'entrée 

de la cellule. L'inhibition des canaux HCN génère également une augmentation significative 

de l'intégration temporelle des entrées distales excitatrices (Carr et al., 2007) et pourrait être 

un mécanisme cellulaire important à travers lequel la NA favoriserait les activités associées 

à certaines tâches comportementales tout en inhibant les décharges associées au "bruit de 

fond" (Carr et al., 2007). 
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 Le système ascendant noradrénergique innerve abondamment le cortex cérébral des 

mammifères (Jones et al., 1977). Ce système présente deux profils d'activité distincts, un 

mode tonique correspondant à une activité de décharge et un mode phasique associé à une 

plus grande libération de neurotransmetteur. L'activité tonique dépend de l'état d'éveil et 

régule l'attention (Pribram and McGuinness, 1975) sur de longues périodes. La composante 

phasique au contraire est évoquée par des activités cognitives définies et dure quelques 

secondes (Briand et al., 2007). 

Le système noradrénergique affecte l'excitabilité des neurones dans les circuits corticaux 

locaux, qui sont principalement composés de neurones pyramidaux et non-pyramidaux. La 

NA exerce une action dépolarisante sur une sous-population spécifique de neurones 

GABAergiques et leur fait décharger des trains de PA (Kawaguchi and Shindou, 1998). Un 

effet remarquable est également exercé sur les propriétés intrinsèques des membranes des 

cellules pyramidales. Il s'agit de l'inhibition de l'hyperpolarisation post-PA lente (ou sAHP) 

(Schwindt et al., 1988a). 

 

 La sAHP est due à l'activation des courants potassiques à la suite d'un influx calcique 

généré lors d'un train de PA. Elle dure quelques secondes (consulter Vogalis et al., 2003 

pour revue), accentue l'adaptation de la fréquence de décharge et est un déterminant majeur 

pour l'excitabilité cellulaire (Madison and Nicoll, 1982).  

L'AHP moyenne (ou mAHP) décline plus rapidement que la sAHP (en quelques centaines 

de millisecondes) (Stocker et al., 1999) et peut également être générée à la suite d'un train de 

PA par des courants potassiques dépendants du calcium. Elle affecte, elle aussi, l'intervalle 

entre deux PA (Faber and Sah, 2002). En plus d'une cinétique distincte, ces deux AHP 

peuvent être séparées pharmacologiquement. Car contrairement à la sAHP, la mAHP est 

sensible au blocage par l'apamine, une toxine extraite du venin d'abeille.  

Contrairement aux autres sAHP, les conductances qui sous-tendent la sAHP ne sont pas 

encore connues. Il n'existe donc pas de pharmacologie claire. Une forte inhibition de la 

sAHP a été mise en évidence par un ensemble d'agonistes et de neuromodulateurs incluant la 

NA (Madison and Nicoll, 1982). Cette inhibition résulte en l'augmentation de la fréquence 
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de décharge de la cellule en réduisant l'adaptation de fréquence (Madison and Nicoll, 1982; 

Pedarzani and Storm, 1993).  

Plusieurs études ont ciblé l'importance des RA-β et de la voie de signalisation de la PKA 

dans l'inhibition de la sAHP par la NA (Madison and Nicoll, 1982; Pedarzani and Storm, 

1993) là où l'application d'agoniste spécifique des RA-α1 n’a eu aucun effet (Madison and 

Nicoll, 1982). 

Or, il a été démontré que l'activation de certains récepteurs couplés aux protéines Gq pouvait 

conduire à la diminution du courant IsAHP (Melyan et al., 2002) et que le PIP2 membranaire 

préservait l'amplitude de la sAHP d'une dérive progressive au cours du temps (Villalobos et 

al., 2011). L'activation des RA-α1 passant par la voie de signalisation PLC, ces résultats 

conduisent à penser qu'ils pourraient jouer un rôle dans la modulation de la sAHP. De plus, 

une étude récente a montré que les agonistes des RA-α1 provoquaient une augmentation de 

la fréquence de décharge dans les cellules pyramidales de l'hippocampe (Kobayashi et al., 

2008). Enfin, des enregistrements électrophysiologiques réalisés par Storm et Pedarzani ont 

révélé qu'un agoniste des RA-α, le 6-fluoro-Noradrénaline, potentialisait l'effet de 

l'isoprotérénol (agoniste β) sur la réduction d'amplitude de la sAHP (Pedarzani and Storm, 

1996).  

Aussi peut-on se demander s'il existe une implication des récepteurs α1 et de la voie de 

signalisation PKC dans la régulation de la sAHP par la NA et quel est leur rôle par rapport 

aux RA-β. 

 

 Les récepteurs α1, et β adrénergiques étant tous largement exprimés dans les cellules 

pyramidales du néocortex (Milner et al., 1998 ; Nicholas et al., 1993b),  le but de mon 

travail a été d'étudier ex vivo les effets des agonistes α1 et β adrénergiques sur la sAHP dans 

les cellules pyramidales des couches II et III du cortex pariétal de souris.  
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Dans le cadre de l'étude sur la contribution des récepteurs α1 et β noradrénergiques dans la 

modulation de la sAHP corticale, j’ai associé enregistrements électrophysiologiques et 

applications pharmacologiques sur tranches aiguës de cortex somatosensoriel chez la souris.  

 

A. Préparation des tranches de cortex 

Toutes les expériences ont été menées selon la directive du Conseil de la 

Communauté Européenne du 24 Novembre 1986 (86/609/EEC). Des souris C57BL/6 âgées 

de 14 à 22 jours ont été anesthésiées avec de l'isoflurane puis décapitées. Le cerveau a été 

rapidement prélevé et plongé dans un liquide céphalorachidien artificiel (LCRa) glacé 

(composition en mM : 125 NaCl ; 2.5 KCl ; 2 CaCl2 ; 1 MgCl2 ; 26 NaHCO3 ; 1.25 

NaH2PO4, 5 Na-pyruvate ; et 20 D-Glucose) et saturé en O2/ CO2 (95%/5%) contenant 1 

mM acide kynurénique (antagoniste non spécifique des récepteurs du glutamate). 

 Les tranches coronales de cortex pariétal de 300 µm d'épaisseur et contenant le 

cortex en tonneaux ont été préparées avec un vibratome (VT1000S, Leica) comme décrit 

précédemment (voir article présenté page 121). Après une heure d’incubation à température 

ambiante (20-25°C), les tranches ont été placées dans une chambre d’enregistrement du 

microscope droit à platine fixe (Olympus BX51 WI), thermostatée à 25°C (Minichamber I, 

Luigs and Neumann) et perfusées à un débit de 1-2 ml.min
-1

 avec du LCRa
136

 dépourvu 

d’acide kynurénique. Un seul enregistrement est réalisé par tranche. 

 

B. Enregistrement par patch-clamp des cellules pyramidales corticales 

Les enregistrements ont été réalisés sur des neurones des couches II-III du cortex 

pariétal. Leur soma triangulaire et leur dendrite apicale proéminente permettent d'identifier 

visuellement les cellules pyramidales (Kawaguchi, 1993) à l’objectif 60X (NA 0.90) par 

vidéomicroscopie infrarouge (Stuart et al., 1993) en utilisant un système de gradient de 

contraste Dodt (Luigs & Neumann, Dodt and Zieglgänsberger, 1998) (Figure A).  
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Les pipettes de patch ont été tirées à partir de capillaires en borosilicate de 1.5 mm de 

diamètre externe (TW150F-4, World Precision Instrument) avec une étireuse verticale (PP-

83, Narishinge) afin d'obtenir une résistance comprise entre 3.5 et 6 MΩ. Elles ont été 

remplies avec 12 µL de solution intracellulaire dont la composition en mM est la suivante : 

130 KCH3SO3 ; 10 HEPES ; 5 MgCl2 ; 5 phospho-créatine ; 4 ATPNa2 ; 0.1 EGTA et 0.1 

CaCl2 pour l'étude en courant imposé et : 130 KCH3SO3 ; 10 HEPES ; 5 MgCl2 ; 5 phospho-

créatine ; 4 ATPNa2 ; 1 5,5'dibromoBAPTA ; 0.1 CaCl2 et 2mg/mL de biocytine pour l'étude 

en potentiel imposé ; osmolarité : 290 - 300 mosm/L ; pH : 7.2 - 7.3 (ajusté avec du KOH).  

La pipette est délicatement approchée de la cellule d'intérêt avec une pression 

positive (Figure A). Après obtention d’un scellement de haute résistance (>2 GΩ), le 

passage en configuration cellule entière s'effectue par de brèves et légères succions. Les 

données électrophysiologiques sont enregistrées en utilisant les modes 'V-clamp" et "I-

clamp fast" de l’amplificateur (Axopatch 200B, MDS), filtrées à 5kHz et digitalisées à 

50kHz grâce à une carte d'acquisition (Digidata 1440, MDS) connectée à l'ordinateur 

exécutant le logiciel pClamp 10.2 (MDS) puis sont analysées avec le logiciel Clampfit 10.3.  

Les propriétés de décharge des neurones ont été vérifiées par l'injection de 9 

créneaux de courant dépolarisant (1s) appliqués de + 100 à + 500 pA avec 50 pA 

d'incréments entre chaque créneau. Seules les cellules dont le potentiel de repos était 

inférieur ou égal à - 60 mV ont été incluses dans l'étude. Les valeurs de potentiel ne sont pas 

corrigées pour le potentiel de jonction liquide (estimé à 9.7 mV pour la solution de KMet 0.1 

EGTA). 

La sAHP est évoquée par une injection de courant de 600 ms et + 300 pA à partir 

d'un potentiel de maintien à - 60 mV, induisant un train de PA. Les enregistrements sont 

effectués toutes les minutes. Pour chaque enregistrement, la trace est ajustée par rapport à la 

ligne de base (i.e le potentiel de membrane moyen du neurone sur les 2 secondes précédant 

le début d'injection du courant). L'aire de la sAHP est alors mesurée entre 500 ms et 1000 

ms après la fin du créneau de courant afin de minimiser la contamination par l'AHP 

moyenne (Satake et al., 2008) (Figure 58.B). Après application d'un composé 

pharmacologique, le changement de l'aire induit est calculé par l'équation : ((Y-X) /X) × 

100, où X et Y désignent respectivement la moyenne des aires sur trois traces avant et 
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pendant le traitement. La NA et les agonistes ont parfois totalement éliminé la sAHP et 

généré une dépolarisation lente (sADP
137

), l'aire de la sAHP a alors été fixée à zéro. 

 

 

 

 

Figure 58 : Protocole d'induction de la sAHP dans les cellules pyramidales 

corticales des couches II-III du cortex somatosensoriel de souris 

 

A. Soma d'une cellule pyramidale des couches II-III du cortex somatosensoriel de souris, 

visualisée par vidéomicroscopie infrarouge à l’objectif 60X. Noter le soma triangulaire du 

neurone et sa dendrite apicale proéminente. L'approche de la pipette de patch créée une 

légère déflexion de la membrane (A.I.). Le protocole d'enregistrement est effectué après 

passage en cellule entière (A.II.). B. En mode courant imposé, la sAHP est induite par 

l'injection d'un créneau de courant de + 300 pA et 600 ms alors que la cellule est maintenue à 

un potentiel de - 60 mV. La surface hachurée représente l'aire de la sAHP mesurée dans 

l'étude. 

 

 

Le courant d'AHP lente (IsAHP) est induit par un train de 40 créneaux dépolarisants de 

-60 à + 20 mV d'une durée de 3 ms chacun, sur une durée totale de 500 ms (soit une 

fréquence de 80 Hz). Avant l'acquisition, les neurones sont maintenus 5 minutes à un 

potentiel de - 60 mV pour permettre au dibromoBAPTA contenu dans la pipette de patch de 

diffuser dans la cellule (Lancaster and Batchelor, 2000). Les enregistrements sont effectués 
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toutes les 30 secondes. IsAHP est distingué de ImAHP par son décours temporel et son 

insensibilité à l'apamine (Faber and Sah, 2002; Schwindt et al., 1988b). Afin de ne pas être 

contaminé par la mAHP, l'aire d'IsAHP (ou Q AHP) a été mesurée entre 300 ms et 3000 ms 

après la fin du train dépolarisant (Andrade et al., 2012). Après application d'un composé 

pharmacologique, l'aire finale est donnée en % de l'aire initiale par l'équation : (Y/X) × 100, 

où X et Y désignent respectivement la moyenne des aires sur trois traces avant et pendant le 

traitement pharmacologique.  

La résistance d'accès a été mesurée au cours des enregistrements, les cellules dont la 

résistance d'accès était supérieure à 25 MΩ ou évoluait de ± 20 % en enregistrement ont été 

écartées de l'analyse.  

 

C. Statistiques 

Les données sont exprimées en moyenne ± SEM
138

 et le nombre de cellules est 

annoté par n. Un test de Wilcoxon a été effectué pour les comparaisons de données 

appariées, un test de Mann-Whitney a été réalisé pour les comparaisons de 2 groupes 

indépendants et une ANOVA de Kruskal-Wallis suivie d'un test de Mann-Whitney avec 

correction de Bonferroni ont été appliqués pour les comparaisons de trois groupes ou plus ; * 

= p < 0.05 ; ** = p < 0.01. ; *** = p < 0.001 

 

D. Pharmacologie 

Les composés pharmacologiques suivants : (-) isoprotérénol hypochloride, R (-) 

phényléphrine hypochloride, (-) norépinéphrine bitartrate salt hydrate et prazosin 

hydrochloride proviennent de chez Sigma-Aldrich. Le Dibromo BAPTA a été commandé 

chez Invitrogen. 

Ces composés ont été aliquotés à des concentrations stocks dans de l'H2O à 

l'exception de la FSK, du CGP 20172 et du U-73122 qui ont été préparés dans le 

diméthylsulfoxide (DMSO) et stockés à - 20°C. Ils ont été administrés par dissolution aux 
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concentrations données dans la solution de LCRa.  La concentration finale en DMSO n'a 

jamais dépassé 0.1%. Pour minimiser la dégradation de la NA, des solutions stock de 10 

mM ont été préparées extemporanément dans de l'eau distillée et dissoutes à la concentration 

désirée dans le LCRa immédiatement avant administration.  

 

E. Révélation du marquage à la biocytine et immunofluorescence 

 

Après les enregistrements électrophysiologiques, les tranches sont maintenues 20 min 

dans du LCRa oxygéné pour assurer une bonne diffusion de la biocytine dans l’arbre 

dendritique et axonal. Les tranches sont ensuite fixées à 4°C durant la nuit, par immersion 

dans du tampon phosphate à 0.1 M contenant 4% de paraformaldéhyde. Après fixation, les 

tranches sont lavées 4 fois dans du tampon phosphate salin (PBS) puis perméabilisées et 

saturées par incubation d’une heure à température ambiante dans du PBS avec 0.25% de 

Triton X100 et 0.2% de gélatine de saumon (Sigma, PBS-GT). Les tranches sont alors 

incubées 3 h en présence de streptavidine marquée à l’AlexaFluor 488 (1/400
ème

, Invitrogen) 

diluée dans du PBS-GT. Après 5 lavages de 5 min au PBS, les tranches sont montées entre 

lame et lamelle dans un milieu aqueux (Vectashield, Vector Laboratories) puis observées au 

microscope à effet confocal (SP1, Leica) à l’objectif 40X. 
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 Dans cette étude électrophysiologique, la contribution des RA-α1 et β dans la 

modulation de la sAHP des cellules pyramidales a été évaluée grâce à l'utilisation 

d'agonistes spécifiques de chaque sous-type de récepteurs. Les concentrations ont été 

établies d'après les données de la littérature (Madison and Nicoll, 1986a). Ainsi, la 

phényléphrine, agoniste des RA-α1, a été appliquée à une concentration de 10 μM et 

l'isoprotérénol, agoniste des RA-β, à une concentration de 1 μM. 

Les enregistrements ont été obtenus à partir de cellules pyramidales corticales identifiées 

visuellement dans les couches II-III du cortex pariétal. Ces cellules présentaient un profil de 

décharge dit "habituel" ou RS (McCormick et al., 1985) en réponse à l'injection d'un courant 

dépolarisant, avec une adaptation de la fréquence de décharge (Figure 59.B.).  

Les neurones inclus dans cette étude possèdent des potentiels de repos inférieurs à - 60 mV 

(moyenne de −76.8 ± 0.9 mV pour les enregistrements en courant imposé, n = 32).  

 

I. L'effet de la NA sur la sAHP ne passe pas uniquement par l'activation des récepteurs 

β adrénergiques 

 

 Le but de cette étude a été d'examiner les effets individuels et combinés des agonistes 

RA-α1 et RA-β sur la sAHP des cellules pyramidales des couches II et III. Le nombre de 

cellules testées est le suivant : agoniste β, n = 10 ; agoniste α1, n = 9 ; agonistes β + α1, n = 

6. Le nombre de cellules examinées pour quantifier l'effet de la NA sur l'inhibition de la 

sAHP s'élève à n = 7. Cette dernière est appliquée à la concentration de 10 μM, (Lancaster 

and Batchelor, 2000). Chaque composé pharmacologique ou combinaison de composés est 

testé séparément sur une cellule et une nouvelle tranche est utilisée pour chaque application.  
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A. Inhibition de la sAHP par la NA (10 μM) 

 

 L'injection d'un créneau de courant dépolarisant dans les cellules pyramidales des 

couches II et III génère un train de potentiels d'actions présentant une adaptation de 

fréquence marquée (Figure 59.B., trace de gauche). L'application extracellulaire de 

noradrénaline (10 μM) réduit amplement cette adaptation de fréquence de décharge (Figure 

59.B. trace de droite).  

 

 

 

 

Figure 59 : La noradrénaline réduit l'adaptation de fréquence de décharge des 

PA et la sAHP dans les neurones pyramidaux des couches II et III du cortex 

somatosensoriel de souris. 

 

A. Réponse d'une cellule pyramidale suite à l'injection d'un créneau de courant dépolarisant 

en condition contrôle (trace noire) et après 5 minutes d'application de NA 10 μM (trace 

rouge). La sAHP qui apparaît après le train de PA est fortement réduite par la NA. B. 

Agrandissement de la figure A., le train de PA présente une adaptation de la fréquence de 

décharge (trace noire). L'application extracellulaire de NA réduit fortement cette adaptation 

de fréquence (trace rouge). C. L'application extracellulaire de NA réduit significativement 

l'aire de la sAHP (représentée par la surface grisée dans la figure A) (n = 7, test de Wilcoxon 

pour échantillons appariés, * significativement différent pour p < 0.05). 

 

 

La perfusion de NA (10 μM) provoque une inhibition de la sAHP se traduisant par une 

réduction de l'aire de la sAHP de 70.2 ± 12.1 % (n = 7 ; p = 0.017961) (Figures 59.A. et C. 

; Figure B). Dans certaines cellules (3 sur 7), la NA provoque une suppression complète de 
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la sAHP (réduction de l'aire de 100%) associée à une dépolarisation lente de la membrane ou 

sADP. Dans ce cas, l'aire de la sAHP a été arbitrairement fixée à zéro. 

 

B. Effet significatif des agonistes des RA-α1et β adrénergiques sur la sAHP 

 

 Afin d'évaluer la contribution des récepteurs β et α1 noradrénergiques dans 

l'inhibition de la sAHP par la NA, deux agonistes spécifiques ont été utilisés (l'isoprotérénol 

(1μM) et la phényléphrine (10 μM) respectivement). 

L'application d'isoprotérénol (ISO) seul, de phényléphrine (PHE) seule, ou des deux 

composés simultanément, provoque une réduction la sAHP (Figures A.II., A.III. et A.IV.) 

qui se traduit par une réduction de l'aire de la sAHP de 21.1 ± 7 % ISO (n = 9 ; p = 

0.007686) ; 34.8 ± 7 % PHE (n = 9 ; p = 0.007686) ; et 49.1 ± 15 % ISO + PHE (n = 7 ; p = 

0.017961) respectivement (Figure 60.B.). De manière similaire à l'application de NA, une 

suppression complète de la sAHP (réduction de l'aire de 100%) associée à une dépolarisation 

lente de la membrane ou sADP a été observée dans un tiers des cellules (2 sur 6) lors de 

l'application simultanée des deux agonistes adrénergiques. Dans ce cas, comme 

précédemment, l'aire de la sAHP a été arbitrairement fixée à zéro. 

Les effets obtenus avec les différents composés pharmacologiques ont été comparés à la 

NA. Aucune différence n'a été mise en évidence entre la réduction de la sAHP induite par la 

NA et la co-application ISO + PHE (p = 0.259324). Bien que la PHE ait tendance à réduire 

moins fortement la sAHP que la NA (p = 0.031119), le seuil de significativité n'est pas 

atteint après la correction nécessaire aux comparaisons multiples. L'effet de l'ISO en 

revanche est significativement plus faible que la NA (p = 0.003322) (Figure 60.B). 
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Figure 60 : Inhibition de la sAHP induite par différents agonistes 

adrénergiques 

 

A. En potentiel imposé, la sAHP induite par l'injection d'un créneau de courant de 600 ms 

et 300 pA dans des neurones maintenus à - 60 mV (traces noires). La sAHP est inhibée 

après 5 minutes d'application d'agonistes noradrénergiques (Traces rouges) : A.I. :  NA 

(10 μM) ; A.II. : ISO (1 μM) + PHE (10 μM) ; A.III. ISO (1 μM) ; A.IV. : PHE (10 μM). 

L'aire est mesurée sur un intervalle de 500 ms (zone grisée de l'agrandissement représenté 

en haut à droite de chaque tracé). Une sADP a pu être visualisée après l'application 

simultanée d'ISO + PHE ou de NA (A.I. et A.II, traces rouges). B. Histogramme de 

réduction de l'aire de la sAHP mesurée entre 500 ms et 1000 ms après la fin de l'injection 

de courant. L'application d'ISO seul, de PHE seule ou d'ISO + PHE réduit 

significativement l'aire de la sAHP (test de Wilcoxon pour échantillons appariés, 

significatif pour p < 0.05, * et p < 0.01, **). La comparaison des différents groupes révèle 

une différence significative entre l'effet de l'ISO et celui de la NA (significatif pour p < 

0.005 *, ANOVA de Kruskall-Wallis suivie d'un test U de Mann-Withney avec correction 

de Bonferroni). CTR : Contrôle ; NA : Noradrénaline ; ISO : Isoprotérénol ; PHE : 

Phényléphrine. 

 



 

237 

 

 Ces résultats suggèrent que l'activation des récepteurs β n'est pas suffisante pour 

expliquer à elle seule l'effet de la NA sur la sAHP et que l'intervention des récepteurs α1 est 

nécessaire. La co-application des agonistes provoque une réduction équivalente à la somme 

des réductions provoquées par les applications seules traduisant un effet additif des 

agonistes sur la sAHP (49.1 ± 15 % ISO + PHE ; 21.1 ± 7 % ISO et 34.8 ± 7 %). 

 

II. Les agonistes α1 et β adrénergiques ont un effet complémentaire sur IsAHP 

 

 Le but de cette approche a été de caractériser les effets individuels et simultanés des 

agonistes RA-α1 et RA-β sur le courant de sAHP (IsAHP) dans les cellules pyramidales des 

couches II et III du cortex somatosensoriel de souris.  

Les travaux menés sur la sAHP par Lancaster et Batchelor ont mis en évidence qu'un 

chélateur calcique particulier, le dibromoBAPTA, favorisait le développement du courant 

sortant IsAHP (Lancaster and Batchelor, 2000). L'EGTA contenu dans la solution 

intracellulaire lors des enregistrements en courant imposé a donc été remplacé par 1mM de 

dibromoBAPTA pour réaliser les enregistrements en potentiel imposé.  

IsAHP a été induit par l'injection intracellulaire d'un train de 40 créneaux dépolarisants de - 

60 mV à + 20 mV à une fréquence de 80 Hz, sur une durée totale de 300 ms dans des 

cellules pyramidales maintenues à un potentiel de membrane de - 60 mV (Figure 61.B.). 

Afin de ne pas être contaminé par la mAHP (Andrade et al., 2012), l'aire de IsAHP (que 

nous appellerons par la suite Q AHP) est mesurée 300 ms après la fin du créneau 

dépolarisant. De la même manière que précédemment, chaque composé pharmacologique ou 

combinaison de composés a été testé séparément sur une seule cellule par tranche. Un total 

de 69 cellules enregistrées a été sélectionné et sera présenté ci-après. 

Le courant IsAHP enregistré en configuration cellule entière présente une décroissance 

marquée du cours du temps (Figures 61 A. et B.).  
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Figure 61 : Dans les cellules pyramidales, l'amplitude du courant IsAHP 

décroît au cours du temps 

 

A. Traces d'un enregistrement illustrant la décroissance de IsAHP dans une cellule 

pyramidale de la couche V à différents temps après le passage en cellule entière (haut). 

Tracé illustrant la décroissance moyenne de IsAHP sur 6 cellules pyramidales de la 

couche V (bas) (Adapté de (Villalobos et al., 2011)). B. Traces d'un enregistrement 

illustrant la décroissance de IsAHP dans une cellule pyramidale des couches II et III à 

différents temps après le passage en cellule entière (B.I.). Histogramme représentant la 

valeur de Q AHP (en % du niveau initial) après 5 minutes d'enregistrement n = 10 (B.II.). 

 

 

 Les données récoltées par Andrade et son équipe, illustrées dans la figure A, 

montrent que l'amplitude de IsAHP diminue de 80 % en une heure d'enregistrement sans que 

sa cinétique ne soit pour autant affectée (Villalobos et al., 2011). De la même manière, une 

diminution de Q sAHP a pu être observée dans nos conditions d'enregistrement. 
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L'histogramme de la figure B. II. Représente Q AHP moyenne après 5 minutes 

d'enregistrement, en % de la valeur initiale, soit 91.5 ± 3.8 % (n = 10) (Figure B.II). Ce 

phénomène est à prendre en compte car il pourrait conduire à de fausses interprétations 

quant à l'effet d'un composé. Afin de pallier ce problème, les aires obtenues après 5 minutes 

d'applications pharmacologiques seront comparées à l'aire que présente IsAHP après le 

même délai d'attente en condition contrôle.  

 

A. Inhibition de IsAHP par des concentrations croissantes de NA  

 

 Trois concentrations de NA ont été appliquées afin d'évaluer leur effet sur IsAHP 

(Figure 62.A.). L'application en bain de NA 50 nM conduit à une Q AHP à 80.4 ± 4.3 % de 

sa valeur initiale (n = 5) et aucune différence n'est observée avec la valeur de Q AHP 

observée en condition contrôle (p = 0.075258) (Figure 62.B.). A 100 nM et 10 μM de NA 

en revanche, la Q AHP est réduite de façon dose-dépendante avec un effet maximal obtenu 

pour 10 μM. L'histogramme de la figure B présente les valeurs obtenues pour Q AHP après 

5 minutes d'application (en % du niveau initial) : NA 100 nM, 57.9 ± 6.4 (n = 9, p = 

0.000183) ; NA 10 μM, 27.0 ± 6.8 (n = 12 ; p = 0.000003). 

Au vu de ces résultats et des concentrations habituellement utilisées par les équipes 

travaillant sur le sujet (Guan et al., 2015 ; Madison and Nicoll, 1986a ; Satake et al., 2008) la 

concentration de 10 μM a été conservée pour la suite de l'étude. 

Il faut noter que la NA provoque également une forte réduction du courant tonique (Figure 

62.A.III. et VI.). Cependant un grand nombre de conductances sont susceptibles d'y être 

impliquées (en plus de celles responsables de IsAHP), nous avons donc choisi de travailler 

uniquement sur les variations de l'aire QAHP (mesurée comme décrite précédemment).  
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B. Effet noradrénergique indépendant du réseau neuronal alentour  

 

L'ajout d'antagonistes des récepteurs ionotropes glutamatergiques (CNQX 10 μM et 

APV 25 μM) et GABAergiques (Gabazine 10 μM) lors de l'application en bain de NA (10 

μM) résulte d’une inhibition de IsAHP (Figure 63.A.) se traduisant par une réduction 

significative de Q AHP (p = 0.000046). En effet, après 5 minutes d'application 

pharmacologique, celle-ci atteint 36.8 ± 5.3 % de sa valeur initiale (n = 8) contre 91.5 ± 3.8 

% en condition contrôle (n = 10) (Figure 63.B.). Aucune différence n'est détectée entre 

l'effet inhibiteur de la NA seule et lorsqu'elle est co-appliquée avec les dits antagonistes (p = 

0.383742) (Figure 63.B.). 

 

 

Figure 62 : La NA inhibe IsAHP de manière dose-dépendante 

 

A. Enregistrements en cellule entière illustrant la variation d'IsAHP en réponse à 

l'application de NA en concentration croissante. A.I. Condition contrôle ; A. II. NA 50 μM ; 

A.III. NA 100 nM ; A. IV. NA 10 μM. B. Histogramme représentant les valeurs de Q AHP 

(en % du niveau initial) après 5 minutes d'application de NA en concentration croissante. 

Une réduction significative de Q AHP est obtenue pour 100 nM et 10 μM (significatif pour p 

< 0.001 ** et p < 0.0001 *** ; ANOVA de Kruskall-Wallis suivie d'un test U de Mann-

Withney avec correction de Bonferroni pour comparaisons multiples). 
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Ces résultats confirment que la modulation de IsAHP par la NA ne peut pas être attribuée à 

un effet du réseau. L'inhibition de IsAHP par la NA résulte donc d'une modification des 

propriétés intrinsèques des cellules. 

 

 

 

Figure 63 : L'effet de la NA sur IsAHP n'est pas dû à un effet de réseau 

 

A. Enregistrements en cellule entière illustrant la variation d'IsAHP en réponse à 

l'application de NA (10 μM) en présence ou non d'antagonistes glutamatergiques et 

GABAergiques. A.I. Condition contrôle ; A. II. NA seule ; A.III. NA + CNQX (10 μM) + 

APV (25 μM) + Gabazine (10 μM). B. Histogramme représentant les valeurs de Q AHP 

(en % du niveau initial) après 5 minutes d'application de NA seule ou associée aux 

antagonistes précédemment cités. Une réduction significative de Q AHP est obtenue dans 

les deux cas (p < 0.0001 ***) par rapport à la condition contrôle. L'effet de la NA sur Q 

AHP est similaire dans les deux conditions (p > 0.05) (ANOVA de Kruskall-Wallis suivie 

d'un test U de Mann-Withney avec correction de Bonferroni pour comparaisons 

multiples). 
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C. Effet complémentaire des agonistes α1 et β adrénergiques sur IsAHP 

 

 Les effets des agonistes α1 et β noradrénergiques sur IsAHP ont été testés seuls ou en 

co-application (Figure 64.A.). Les trois protocoles conduisent à une inhibition de IsAHP se 

traduisant par une réduction significative de Q AHP (Figure 64.B.).  

Après 5 minutes d'application d'ISO (1 μM), Q AHP atteint 63.1 ± 5.2 % de sa valeur 

initiale (n = 8 ; p = 0.011719), contre 74.1 ± 8.0 % sous PHE (10 μM) (n = 8 ; p = 0.011719) 

et 41.2 ± 5.3 % sous ISO + PHE (n = 9 ; p = 0.007686) (Figure 64B.).  

La comparaison des effets obtenus pour chaque type d'application pharmacologique, révèle 

qu'individuellement, l'isoprotérénol et la phénypéphrine réduisent significativement moins Q 

AHP que la NA (Figure 64.B.II. ; p = 0.001064 et p = 0.000302 respectivement). 

Cependant, il n'y a plus de différence avec la NA lorsque les deux agonistes sont appliqués 

simultanément (Figure 64.B.II. ; p = 0.310026). Lorsqu'ils sont co-appliqués, les deux 

agonistes agissent de manière additionnelle et provoque un effet similaire à la NA.  

La stimulation des récepteurs β seuls n'inhibe pas Q AHP aussi fortement que le fait la NA. 

Si nos résultats confirment que les récepteurs β sont impliqués dans la modulation de IsAHP 

en réponse à la NA, ils révèlent également que leur seule stimulation n'est pas suffisante 

pour produire l'effet noradrénergique complet. Puisque la costimulation des récepteurs α1 et 

β inhibe Q AHP d'une manière similaire à la NA, il semble que les deux types de récepteurs 

interviennent dans la modulation de la sAHP. Enfin, l'effet additionnel des deux agonistes 

suggère une complémentarité des voies de signalisation intracellulaires de la PKA et du 

PIP2. 
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Figure 64 : Inhibition de IsAHP par les agonistes α1 et β adrénergiques 

 

A. Enregistrements en cellule entière illustrant la variation d'IsAHP en réponse à 

l'application de différents agonistes noradrénergiques. A.I. Condition contrôle ; A. II. NA 

(10 μM) ; A.III. ISO (1 μM) + PHE (10 μM) ; A. IV. ISO (1 μM) ; A.V. PHE (10 μM). B. 

Histogramme représentant les valeurs de Q AHP (en % du niveau initial) après 5 minutes 

d'application des différents composés. Tous conduisent à une réduction significative de Q 

AHP par rapport à la condition contrôle. L'application isolée d'ISO et de PHE produit un 

effet significativement plus faible que la NA ou la co-application ISO + PHE. Aucune 

différence significative n'est détectée entre ces deux dernières conditions (droite). 

(ANOVA de Kruskall-Wallis suivie d'un test U de Mann-Withney avec correction de 

Bonferroni pour comparaisons multiples, significatif pour p < 0.005 ; p < 0.001 ** et p < 

0.0001 ***). 
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 Si l'on se réfère aux études menées in vitro sur la modulation de l'excitabilité 

neuronale par la NA, on constate qu'une multitude d'effets a été rapportée (Dodt et al., 1991 

; Law-Tho et al., 1993 ; Wang et al., 2007). La NA génère par exemple des réponses 

membranaires significativement différentes dans les sous-catégories d'interneurones 

corticaux (Kawaguchi and Shindou, 1998). Cet ensemble d’observations n’est pas 

surprenant étant donné la grande diversité des conductances ioniques qui régulent 

collectivement la décharge des neurones (He et al., 2014 ; Llinás, 1988).  

L’ensemble des résultats présenté ici a permis d'éclaircir le rôle des récepteurs α1 et β 

adrénergiques dans la modulation de la sAHP par la NA dans les neurones glutamatergiques 

des couches superficielles du néocortex.  

Cependant, ces résultats doivent être remis dans un contexte plus global et donc plus 

complexe.  

 

A. Implication des récepteurs β et α1 dans la modulation de la sAHP des pyramides des 

couches II et III du néocortex 

 

 Cette étude effectuée au niveau du cortex somatosensoriel confirme les données de la 

littérature quant au rôle des récepteurs β dans la régulation de la sAHP par la NA (Law-Tho 

et al., 1993; Madison and Nicoll, 1986a) et, par extension, de la PKA (Lancaster and 

Batchelor, 2000; Pedarzani and Storm, 1993).  

Les récepteurs β ne semblent pas être les seuls impliqués. La réduction significative de la 

sAHP et du courant IsAHP à la suite d'une application de phényléphrine révèle un rôle direct 

des RA-α1 dans la régulation de la sAHP au niveau des couches II et III du néocortex. Ces 

résultats sont cohérents avec les données de la littérature qui montrent que la voie de 

signalisation des PLC joue un rôle dans le maintien de la sAHP (Villalobos et al., 2011) et 

sont renforcés par le fait que l'activation d'autres récepteurs couplés aux protéines Gq 

diminuent significativement l'amplitude d'IsAHP (Krause et al., 2002 ; Melyan et al., 2002).  
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B. Effet additif des RA-β et α1  

 

 Une interaction entre les RA-α et β dans la régulation de la sAHP a déjà été 

démontrée dans les cellules pyramidales de l'hippocampe (Pedarzani and Storm, 1996). 

D'après cette étude, les agonistes α renforcent fortement l'effet des agonistes β lors 

d'application simultanée par un mécanisme synergique dépendant de l'AMPc. Ce mécanisme 

n'a pas été mis prouvé dans les cellules pyramidales des couches II et III du néocortex.  

Nos résultats révèlent un effet additif de l'isoprotérénol et la phényléphrine sur IsAHP. Cette 

observation est confortée par une publication de Pedarzani et al. qui fait valoir un rôle des 

protéines Gq dans la régulation de la sAHP et ce, indépendamment des RA-β adrénergiques 

(Krause et al., 2002). Leurs travaux suggèrent une intervention distincte des deux voies de 

signalisations PKA et PLC dans la modulation de la sAHP. Ainsi, la modulation de la sAHP 

par la NA serait le fruit d'une coopération entre les RA-α1 et β.  

De façon intéressante, Storm et son équipe ont réalisé une étude très similaire dans les 

cellules pyramidales de l'hippocampe. Ils ne détectent aucun effet direct d'un agoniste des 

RA-α sur IsAHP (Pedarzani and Storm, 1996). Ceci peut s'expliquer par le manque de 

spécificité du composé utilisé par rapport à la phényléphrine ou par une modulation 

différentielle de la sAHP selon les couches corticales et/ou le type cellulaire tel qu'il a été 

exposé au sein des cellules pyramidales de la couche V (Guan et al., 2015). 

 

C. Hétérogénéité de la sAHP  

 

 De la même manière que dans les cellules pyramidales des couches corticales 

profondes (Guan et al., 2015) ou de l'hippocampe (Madison and Nicoll, 1986a), une grande 

diversité de l'amplitude des sAHP a été constatée au sein des cellules pyramidales des 

couches II-III. Si on ajoute à cette observation l'hétérogénéité des réponses des cellules 

pyramidales à la NA (Guan et al., 2015), il n'est pas surprenant que nous observions un 

coefficient de variation aussi important pour les aires enregistrées en mode courant imposé 

(i.e. 197 %). 
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L'hétérogénéité des réponses obtenues en courant imposé peut également s'expliquer par 

l'apparition occasionnelle d'une dépolarisation post-PA lente (sADP) (dans un tiers des 

cellules sous NA et ISO + PHE). Le remplacement de la sAHP par une sADP en réponse à 

la NA a déjà été dégagé dans des études antérieures (Haj-Dahmane and Andrade, 1998; 

Schwindt et al., 1988b). A la différence de la sAHP, la sADP n'est pas présente à l'état basal. 

Elle apparaît uniquement en réponse à l'application d'agonistes de neuromodulateurs comme 

la NA, la sérotonine ou l'acétylcholine (Schwindt et al., 1988a). 

 

1. Génération d'une sADP  

 

 Notre protocole d'enregistrement ne nous permet pas de savoir si seulement un tiers 

des cellules génère effectivement une sADP ou si elle est présente dans toute les cellules 

enregistrées mais le plus souvent masquée par la sAHP. Effectivement, la sADP recouvre 

temporellement la sAHP (Schwindt et al., 1988a) ; elle n'est donc détectable que lorsque les 

courants entrants responsables de la sADP excèdent les courants sortants responsables de la 

sAHP.  

Il est donc possible que la réduction de l'aire de la sAHP observée à la suite d'une 

application des différents agonistes noradrénergiques soit en partie due à l'émergence d'une 

sADP. Ainsi, la répercussion additive des RA-α1 et β que nous observons pourrait résulter 

de deux mécanismes distincts : l'inhibition de la sAHP d'une part et la genèse d'une sADP 

d'autre part.  

 

2. Rôle des RA-α1 sur IsAHP ou IsADP ? 

 

 Le rôle des récepteurs α1 dans la genèse d'une sADP a déjà été démontré dans les 

cellules pyramidales de la couche V du cortex préfrontal (Araneda and Andrade, 1991). Une 

hypothèse simple serait donc que l'activation d'un type de récepteur adrénergique (RA-β) 

inhibe le courant potassique sortant, responsable de la sAHP tandis que l'activation du 

second récepteur (RA-α1) conduise à un courant cationique entrant, générant une sADP.  
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Cependant, il a été dégagé que l'application intracellulaire de myo-inositol (précurseur du 

PIP2) ou la surexpression de PIP5K (enzyme assurant la synthèse du PIP2 membranaire) 

préservait l'amplitude de la sAHP d'une dérive progressive au cours du temps (Villalobos et 

al., 2011). Des études antérieures ont prouvé qu'un certain niveau de PIP2 membranaire était 

nécessaire à l'ouverture de nombreux canaux ioniques dont des canaux potassiques de type 

Kv7 (Delmas et al., 2005 ; Suh and Hille, 2005). L'hydrolyse du PIP2 membranaire, suite à 

l'activation des RA-α1 et de la PLC, pourrait provoquer une diminution de la sAHP. S'il est 

clair que les RA-α1 jouent un rôle dans la genèse d'une sADP on ne peut exclure qu'ils 

interviennent également sur le courant sortant responsable de la sAHP.  

 

 Des études complémentaires seront nécessaires pour séparer les deux courants lents 

opposés et déterminer si l'effet additif observé s'opère via la genèse d'une sADP.  

La sADP sous-tendue par la NA impliquant principalement les ions sodium (Haj-Dahmane 

and Andrade, 1998), il serait judicieux de s'affranchir de la sAHP en se plaçant au niveau du 

potentiel d'inversion du potassium et de vérifier si la stimulation des RA-α1 et non des RA-β 

conduit bien à l'apparition d'un courant entrant de type IsADP. En plus de confirmer le rôle 

spécifique des RA-α1 dans la genèse de la sAHP, ce protocole permettrait de distinguer 

clairement si l'ensemble des cellules pyramidales des couches II et III présentent une sADP 

ou uniquement une sous-population (une autre alternative serait de remplacer le potassium 

de la solution intracellulaire par du césium). 

 

3. Répartition des deux sous-types de récepteurs 

 

 Les travaux d'hybridation in situ et d'immunohistochimie ont amplement détecté les 

RA- β1 (Lorton and Davis, 1987 ; Nicholas et al., 1993b ; Paschalis et al., 2009 ; Rainbow et 

al., 1984) et les RA-α1 (Day et al., 1997 ; McCune et al., 1993 ; Pieribone et al., 1994) dans 

les couches I-III du néocortex. Ces données sont confirmées par la forte détection des 

transcrits du RA- β1 et la distribution plus faible et plus hétérogène des RA- α1 dans les 

cellules pyramidales des couches II-III du cortex visuel de souris adultes obtenues par 
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séquençage d'ARN sur cellule unique (Day et al., 1997), les profils d'expression distincte 

pouvant se chevaucher dans certaines régions. 

Si l'on se réfère aux études menées in vitro sur la modulation de l'excitabilité neuronale par 

la NA, il a été constaté que l'activation des récepteurs noradrénergiques provoque trois types 

de réponses différentes au niveau du potentiel de membrane des cellules pyramidales : une 

hyperpolarisation pure, une dépolarisation pure ou bien, dans la majorité des cas, une 

hyperpolarisation transitoire suivie du développement plus lent d'une dépolarisation 

(Madison and Nicoll, 1986a).  

Ces données laissent supposer qu'une petite portion de cellules pyramidales ne posséderait 

qu'un seul sous-type de récepteur (RA-α ou RA-β) et que la majorité des cellules 

exprimeraient à la fois les deux sous-types de récepteurs dans des proportions différentes.  

 

4. Quelles conductances seraient responsables de la sADP ? 

 

 L'activation des récepteurs muscariniques (Haj-Dahmane and Andrade, 1998) et 5-

HT2A (sous-type de récepteur sérotoninergiques) (Zhang and Arsenault, 2005) induisent 

IsADP dans les cellules pyramidales du mPFC de rat via l'activation de canaux cationiques 

non-sélectifs et dépendent du calcium (CAN). 

Il est donc possible que l'induction de la sADP par la NA se fasse par l'activation des CAN 

via la voie de signalisation du phosphatidylInositol (PI) et de la protéine kinase C (PKC) 

découlant de l'activation des protéines Gq (Nicoll et al., 1990). Des études complémentaires 

seront nécessaires pour le déterminer.  

La sAHP apparaît à la suite d'un train de PA et assure un rétrocontrôle négatif sur la 

décharge neuronale en empêchant le neurone d'atteindre trop rapidement le seuil de 

décharge (Madison and Nicoll, 1986a). La NA réduit l'amplitude de la sAHP et provoque 

une diminution de l'accommodation de fréquence de décharge dans les cellules pyramidales. 

Les résultats présentés dans cette étude suggèrent que la modulation de la sAHP par la NA 

fait intervenir l'action conjuguée des RA-β et α1 dans les cellules pyramidales des couches 
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II-III du cortex somatosensoriel et conforte le rôle du PIP2 membranaire dans le maintien 

de la sAHP (Villalobos et al., 2011).  

Dans une proportion de cellules pyramidales restant à déterminer, cet effet semble renforcé 

par la mise en place d'une dépolarisation lente sous-tendue par l'activation des RA-α1 

(Madison and Nicoll, 1986a).  

Les courants opposés IsAHP et IsADP présentent une cinétique similaire (Schwindt et al., 

1988a)  et l'absence d'outils pharmacologiques sélectifs rend leur distinction difficile. La 

contribution réelle des RA-α1sur l'inhibition du courant IsAHP devra donc être évaluée plus 

précisément. 

 

Conclusion 

 

 La grande variabilité des réponses à la NA peut s'expliquer par une distribution 

hétérogène des RA à la surface des cellules pyramidales. Dans la couche V du néocortex, la 

NA affecte différemment l'excitabilité des cellules pyramidales à décharge régulière ou en 

bouffées suggérant une contribution spécifique de chacune d'elles dans la circuiterie 

corticale (Waterhouse et al., 2000). 

Nos résultats indiquent que la transmission synaptique excitatrice des cellules à décharge 

habituelle des couches II-III du cortex somatosensoriel est facilitée par l'activation 

noradrénergique des RA-α1 et β. L'action additive des RA-α1 et β sur la sAHP et la sADP 

renforce la dépolarisation lente du potentiel de membrane et peut générer une activité de 

décharge soutenue dans les neurones excités (Schwindt et al., 1988a). Ces effets devraient 

contribuer à augmenter le ratio signal sur bruit supposé être une conséquence importante de 

l'influence noradrénergique sur les neurones corticaux 

Contrairement aux couches profondes, les RA-β ne sont pas suffisants pour supprimer 

IsAHP dans les cellules pyramidales des couches II-III. La composante α1 semble alors de 

première importance et n'intervient pas uniquement pour moduler l'excitabilité durant une 

soudaine activation noradrénergique maximale.  
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Les voies de signalisation en aval semblent interagir pour intégrer les signaux générés par 

les différents neurotransmetteurs (Tang and Gilman, 1991 ; Andrade, 1993 ; Bourne and 

Nicoll, 1993). La coopération entre les RA-α1 et β mise en évidence ici et entre les voies de 

signalisation PLC et PKA pourrait intervenir entre différents neurotransmetteurs (Satake et 

al., 2008).  
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Annexe 1 : 
 

Les neurones corticaux exprimant la nNOS et NK1R sont 

régulés par les projections cholinergiques du cerveau 

antérieur basal 
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 Le traitement des informations au sein des circuits néocorticaux est basé sur des 

interactions complexes entre les activités des neurones glutamatergiques et GABAergiques. 

De nombreux neuromodulateurs comme le monoxyde d'azote (NO
139

) interviennent dans la 

régulation de l'équilibre entre signaux excitateurs et inhibiteurs (Baraban and Tallent, 2004 ; 

Krimer and Goldman-Rakic, 2001 ; Somogyi and Klausberger, 2005). Ce dernier est produit 

à partir de dioxygène et de L-arginine par les enzymes NOS
140

. 

Les neurones exprimant la NOS neuronale (nNOS) seraient impliqués dans d'importants 

processus physiologiques comme le couplage neurovasculaire pour contrôler le débit 

sanguin cérébral (Cauli et al., 2004 ; Perrenoud et al., 2013) ou la régulation du sommeil 

(Kilduff et al., 2011).  

 

 L'article présenté ci-après a été réalisé en collaboration avec l'équipe de Thomas S. 

Kilduff au Centre de Neuroscience SRI International à Menlo Park, en Californie. Il porte 

sur l'étude d'une population de neurones corticaux GABAergiques activés préférentiellement 

durant le sommeil (Gerashchenko et al., 2008 ; Morairty et al., 2013 ; Pasumarthi et al., 

2010). Chez la souris, ces neurones expriment à la fois la nNOS et le récepteur NKI de la 

substance P (Dittrich et al., 2012). Localisés majoritairement dans les couches profondes du 

cortex (Lee and Jeon, 2005 ; Smiley et al., 2000 ; Yan and Garey, 1997), ces neurones à 

nNOS/NKIR possèdent des projections étendues qui suggèrent une influence sur la 

circuiterie globale du cortex plutôt qu'un effet restreint au niveau de microcircuits locaux 

(Higo et al., 2007, 2009 ; Lee and Jeon, 2005 ; Tomioka and Rockland, 2007). 

Dans une étude récente, nos collaborateurs ont montré que les neurones à nNOS/NKIR 

corticaux exprimaient préférentiellement le marqueur d'activité c-FOS durant le sommeil. Ils 

ont émis l'hypothèse d'une implication de ces interneurones dans la régulation 

homéostatique du sommeil (Kilduff et al., 2011).  

Le cerveau antérieur basal (BF
141

) est une région sous-corticale impliquée dans le contrôle 

des cycles éveil-sommeil, l'activation corticale ou encore l’attention (Brown et al., 2012). Il 

                                                 
139

 NO : Nitric Oxyde 
140

 NOS : Nitric Oxyde Synthase 
141

 BF : Basal Forebrain 
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est le principal centre de production d'acétylcholine dans le cerveau. Or, les neurones à 

nNOS corticaux reçoivent des afférences cholinergiques (Cauli et al., 2004 ; Dittrich et al., 

2012). De plus, il a été mis en évidence que le BF projetait sur ces interneurones (Vaucher et 

al., 1997). Si l'acétylcholine exerce des effets variables sur les populations d'interneurones 

GABAergiques (Gulledge et al., 2007; Kawaguchi, 1997), la stimulation électrique du BF 

augmente l'expression de c-FOS dans les neurones à nNOS, suggérant qu'il exercerait un 

effet excitateur (Kocharyan et al., 2008). 

 

  

 Cette collaboration a été menée dans le but d'éclaircir les effets du système 

cholinergique sur la population de neurones à nNOS/NK1R corticaux chez la souris 

C57BL6.  

Dans un premier temps, une approche optogénétique a permis de confirmer la composante 

cholinergique des projections du BF sur les neurones à nNOS/NK1R des couches corticales 

profondes. La stimulation optogénétique des terminaisons cholinergiques du BF a provoqué 

soit une activation, soit une inhibition des neurones à nNOS/NK1R s'expliquant en partie par 

un effet variable de l'activation des récepteurs nicotiniques postsynaptiques. 

L'utilisation de composés pharmacologiques a fait ressortir un rôle excitateur de 

l'acétylcholine via les récepteurs muscariniques postsynaptiques tandis que l'activation des 

récepteurs muscariniques M2 et M3 présynaptiques a réduit les entrées glutamatergiques sur 

les interneurones à nNOS/NK1R.  

Ma contribution a consisté en la caractérisation moléculaire des neurones à nNOS/NK1R 

corticaux par RT-PCR sur cellule unique. Après avoir identifié et enregistré l'activité 

électrophysiologique de neurones à nNOS/NK1R des couches V et VI, les collaborateurs ont 

collecté leur cytoplasme. Pour chacun de ces neurones (n = 13), j'ai caractérisé le profil 

d'expression de 21 gènes incluant des marqueurs d'identité neuronale et différents sous-types 

de récepteurs nicotiniques et muscariniques à l'acétylcholine.  

L'analyse moléculaire a révélé une expression prédominante des sous-types M1, M3 des 

récepteurs muscariniques de l'acétylcholine dans les neurones à nNOS/NK1R cohérentes 

avec les données électrophysiologiques obtenues par les collaborateurs qui ont observé une 
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forte réduction des courants cholinergiques évoqués dans les neurones à nNOS/NK1R en 

présence d'un antagoniste des récepteurs M1 et M3.  

 

 Les réponses engendrées par l'acétylcholine sont complexes. D'autres travaux seront 

nécessaires pour déterminer les dynamiques de réseau qui gouvernent l'équilibre entre la 

signalisation cholinergique, l'activité des neurones à nNOS/NK1R et la synchronisation 

corticale (impliquant également d'autres systèmes de neurotransmetteurs).  
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Annexe 2 : 
 

Metabolic impairment of the astrocyte serine synthesis 

pathway contributes to the deficits of synaptic plasticity in a 

mouse model of Alzheimer’s disease 
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ABSTRACT  
Both cerebral glucose metabolism and synaptic activity are altered early in Alzheimer's disease (AD). 

Glucose, the main energy substrate of the brain, is differentially processed by neurons (oxidation) 

and astrocytes (glycolysis). Aside from ATP production, a major function of glycolysis is to provide 

precursors such as L-serine, to support macromolecular synthesis. In the brain, L-serine is only 

produced in astrocytes. It is generated from glucose by diversion of the glycolytic intermediate 3-

phosphoglycerate into the phosphorylated pathway. L-serine is also the precursor of D-serine, the 

principal co-agonist of synaptic N-methyl D-aspartate receptors (NMDARs), required for synaptic 

activity and plasticity. We show that 3xTg-AD mice display early in vivo alterations of glucose 

metabolism and synaptic deficits in the CA1 region of the hippocampus. These functional deficits are 

associated with altered expression of Phosphoglycerate Dehydrogenase (PHGDH, the first enzyme 

of the pathway) and a reduced concentration of L-serine. Exogenous D-serine completely rescued 

synaptic plasticity in 3xTg-AD mice. Our data show that a deficit of L-serine synthesis by astrocytes 

may contribute to cognitive deficits in AD.  
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Alzheimer’s disease (AD) is a neurological disorder characterized by progressive memory decline 

and cognitive impairment. The underlying neuropathology includes brain deposition of amyloid 

plaques formed by misfolded amyloid-β (Aβ), neurofibrillary tangles, and synapse loss 
1, 2

.  

The aggregation of the amyloid-β (Aβ) peptide and its subsequent accumulation in the brain are key 

initiating factors in AD, long before the onset of cognitive symptoms. Soluble Aβ oligomers play an 

essential pathogenic role in decreased spine density, impairment of synaptic plasticity, and neuronal 

loss 
3, 4

. Long-term potentiation (LTP), one of the cellular mechanisms of memory storage, is 

impaired in AD or Aβ-exposed hippocampus, and this impairment is mostly dependent on N-methyl 

D-aspartate receptors (NMDARs) 
5
. 

We have previously shown that the NMDAR co-agonist D-serine, a gliotransmitter released from 

astrocytes, is required for LTP 
6
. D-serine is generated from glucose through diversion of the 

glycolytic intermediate 3-phosphoglycerate (3PG) into the phosphorylated pathway. The first 

committed step in this pathway is the oxidation of 3PG to 3-phosphohydroxypyruvate by the specific 

astrocytic enzyme 3-Phosphoglycerate Dehydrogenase (PHGDH) 
7
. PHGDH plays a critical role in 

generating D-serine 
8
, either directly in astrocytes or indirectly in neurons after import of astrocytic L-

serine 
9
. 

Decreased glucose metabolism occurs in specific brain regions during the pre-symptomatic period of 

AD 
10, 11

. This reduction of cerebral glucose metabolism correlates with disease progression and 

even predicts the histopathological diagnosis in AD. However, it is still unclear whether, and how, 

glucose dysregulation contributes to synaptic defects in AD 
12

. Recent observations suggest that the 

complex metabolic changes that occur early in AD may depend on astrocytes 
13

. Glucose entering 

into both neurons and astrocytes, via facilitated transport across the blood brain barrier, represents 

an important source of energy for the brain. Reduced glucose transporter 1 (GLUT1) expression in 

endothelial cells worsens cerebrovascular degeneration, neuropathology and cognitive function in an 

AD mouse model 
14

. This shortage of glucose may directly reduce the availability of ATP required to 

sustain synaptic transmission but could also decrease the production of L-serine, the precursor of D-

serine. 
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We investigated whether a metabolically-driven defective astrocytic phosphorylated pathway 

contributes to early synaptic deficits in a mouse model of AD. We found that glucose metabolism and 

L-serine production in astrocytes are impaired along with long-term synaptic plasticity (LTP and LTD) 

in the CA1 region of 3xTg-AD mice. Exogenous D-serine completely rescued both forms of synaptic 

plasticity in these mice.  

MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

All experimental procedures using animals were performed in strict accordance with French 

regulations (Code Rural R214/87 to R214/130) and conformed to the ethical guidelines of both the 

European Economic Community (86/609/EEC) and the French National Charter on the ethics of 

animal experimentation. They were approved by a local ethics committee and submitted to the 

French Ministry of Education and Research (Approval 14-015). The animal facility is accredited by 

the French authorities (B9-032-02). We used homozygous 3xTg-AD mice generated and maintained 

on a mixed J29/C57BL6 background (MMRRC #034830). 3xTg-AD mice express the mutated gene 

PS1M146V (knock-in) and the mutated human genes APPSwe and tauP301L in the same locus, 

both under the control of the mouse Thy1.2 regulatory element 
15

. We also used age-matched 

NonTg control mice on the same background strain (129J /C57BL6).  

 

In Vivo [14C]-2-Deoxyglucose Uptake 

We measured [14C]-2-Deoxyglucose (2-DG) uptake in four experimental groups: 6-month-old female 

3xTg-AD mice (n = 10), 6-month-old female WT mice (n = 9), 12-month-old female 3xTg-AD mice (n 

= 10) and 12-month-old female WT mice (n = 10). Experiments were performed in conscious, lightly 

restrained animals that were previously habituated to the constraint. Animals fasted for 12 h before 

the experiment but had free access to water. On the day of the experiment, the mice were 

anesthetized with isoflurane (2% in O2) and two catheters were inserted into the femoral artery and 

vein, respectively. Body temperature was maintained at 37 °C. The mice were allowed to recover 
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from anesthesia for 1 h and were intravenously injected with [
14

C]-2DG (16.5 mCi/100 g body weight; 

Perkin Elmer, Boston, MA, USA). Glycemia was measured using DIGL-100 QuantiChrom™ Glucose 

Assay Kit.  The mice were euthanized by injection of a lethal dose of sodium pentobarbital 45 min 

after injection. The brains were rapidly removed and immediately frozen at -40 °C in isopentane. 

They were cut into 20 µm-thick coronal sections with a CM3050S cryostat (Leica, Rueil-Malmaison, 

France). Every other section was mounted on a coverslip, rapidly heat-dried, and placed against 

autoradiographic film (Kodak Biomax MR) for 10 days together with radioactive [14C] standards 

(146C, American Radiochemical Company, St Louis, MO, USA). The sections not used for the 

autoradiography study were mounted on Superfrost glass slides that were then processed for Nissl 

staining, to obtain additional information about brain anatomy. 

 

Postmortem Image Registration, Three-Dimensional Reconstruction and Analysis 

Autoradiographic and Nissl-stained sections were digitized using a high-resolution flatbed scanner 

(ImageScanner III; GE Healthcare Europe, Orsay, France) at 600 dpi (pixel size 42 x 42 µm
2
) and 

1,200 dpi (pixel size 21 x 21 µm
2
) in-plane resolution, respectively. Image processing was performed 

using our in-house software platform BrainVISA (http://brainvisa.info/). Each anatomic volume was 

first reconstructed in 3D, and each autoradiographic volume was reconstructed in 3D using the 

corresponding anatomic volume as a geometrical reference for co-registration 
16

. Autoradiographic 

images were converted from gray scale to activity (nCi/g) using the [14C] standards and normalized 

at 200 nCi/g. A brain template was created using all the anatomic brain volumes at a final resolution 

of 0.05 x 0.05 x 0.1 mm
3
. Regional differences in cerebral glucose uptake between 3xTg-AD and WT 

mice were then assessed using a voxel-wise two-tailed unpaired t-test implemented in BrainVISA 
17

.  

 

FRET imaging of brain slices 

Injections of AAVs in mice 

The plasmid encoding the sensor Laconic 
18

 was obtained from Addgene (www.addgene.org). We 

generated an adeno-associated viral vector (AAV9) expressing Laconic under the control of the short 
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gfaABC1D promoter. The design, production, and titration of the AAV9 vector have been described 

previously 
19

. The AAV was diluted to obtain a final titer of 5.10
12

 VG/ml. Mice were anesthetized with 

a mixture of ketamine (150 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). Lidocaine (5 mg/kg) was injected 

subcutaneously under the scalp 5 min before the beginning of surgery. The mice received bilateral 

stereotaxic injections of AAVs administered by a 10 µl Hamilton syringe via a 34 gauge blunt needle. 

The stereotaxic coordinates used were as follows:  AP - 2 mm; L +/- 2 mm; V -1.2 mm with the tooth 

bar set at 0. Mice received a total volume of 2 µl per injection site at a rate of 0.2 µl/min. At the end 

of the injection, the needle was left in place for 5 min before being slowly removed. The skin was 

sutured, and the mice were allowed to recover for 4-6 weeks. 

 

Slice Preparation 

The mice were deeply anesthetized with Ketamine/Xylazine. Heparin (1000 U) was directly injected 

in the left heart ventricle to prevent blood coagulation, and the mice were perfused transcardially with 

oxygenated ice-cold sucrose artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing: 126 mM NaCl, 2.5 mM 

KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 26 mM NaHCO3, 2.5 mM glucose, 25 mM 

sucrose, and 3 mM kynurenic acid (Sigma) as previously described  
20

. The brains were quickly 

removed and sagittal slices (300 µm thick) containing the hippocampus were cut with a vibratome 

(VT1000S; Leica). Slices were allowed to recover ten minutes at 37 °C in oxygenated sucrose ACSF 

and then placed at room temperature for one hour in ACSF saturated with O2/CO2 (95%/5%) 

containing 2.5 mM glucose and 22.5 mM sucrose. The slices were transferred to a submerged 

recording chamber and perfused with oxygenated ACSF lacking kynurenic acid. 

 

Fluorescence imaging 

Two-photon images were obtained with a custom-built 2-photon laser scanning microscope based on 

an Olympus BX51WI upright microscope (Olympus) with a 40X (0.8 NA) water-immersion objective 

and a titanium:sapphire laser (MaiTai HP; SpectraPhysics) tuned at 850 nm for mTFP excitation. 

Galvanometric scanners (model 6210; Cambridge Technology) were used for scanning, and a piezo-
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driven objective scanner (P-721 PIFOC; Physik Instrumente GmbH) was used for z-stack image 

acquisition. A two-photon emission filter was used to reject residual excitation light (E700 SP; 

Chroma Technology). A fluorescence cube containing 479/40 and 542/50 emission filters and a 506 

nm dichroic beam splitter (FF01-479/40, FF01-542/50 and FF506-Di02-25x36 Brightline Filters; 

Semrock) was used for the separation of the mTFP and Venus signals. Two imaging channels 

(H9305 photomultipliers; Hamamatsu) were used for simultaneous detection of the two types of 

fluorescence emission. An image stack of 10-20 images with a 1 µm interval was acquired every 30 

seconds. Occasional x, y, and z drifts were corrected using custom macros developed from ImageJ 

plugins TurboReg,StackReg, MultiStackReg and Image CorrelationJ. mTFP and Venus fluorescence 

intensities were measured at the soma of astrocytes. Fluorescence intensities of regions of interest 

(ROIs) were calculated for each time point from average intensity projections of 3–5 frames by 

averaging pixel intensity. Fluorescence ratios were calculated by dividing the mean mTFP intensity 

of a given ROI by the mean Venus intensity of the same ROI. Variations of fluorescence ratio were 

expressed as the ratio R/R0 where R corresponds to the fluorescence ratio in the ROI at a given 

time point, and R0 corresponds to the mean fluorescence ratio in the same ROI during the 10 min 

control baseline prior to the application of drugs. Cells exhibiting a baseline with a slope smaller than 

0.5%.min
-1

 were considered to be stable and further studied. 

 

Immunofluorescence 

Mice were euthanized by an overdose of pentobarbital and perfused transcardially with 100 ml of 

cold 4% paraformaldehyde (PFA) solution in phosphate buffer (PB, 0.1 M, pH 7.4). The brains were 

cryoprotected in a 30% sucrose solution in PB for 24 h. Sagittal and coronal brain sections (35 µm) 

were cut on a freezing microtome, serially collected, and stored at -20 °C until analysis. The slices 

were permeabilized with 0.2% Triton X-100 (Sigma) and blocked with 4.5% normal goat serum 

(Sigma) for 30 min and were incubated overnight at room temperature (RT) with the following 

primary antibodies: Glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1:1000, rabbit; Dako), PHGDH (1:500, 

guinea pig; Frontier Institute), NeuN (1:500, mouse; Chemicon) or IBA1 (1:1000, rabbit; Dako). After 
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rinsing, the brain slices were incubated for 3 h at RT with fluorescent secondary 488 and 594 Alexa 

Fluor-conjugated antibodies (Invitrogen) and mounted with FluorSave reagent (Calbiochem).  

 

Immunohistochemistry 

Brain slices were pretreated in 0.3% H2O2, blocked in 4.5% NGS (Sigma), and incubated with the 

following primary antibodies:  4G8 (1:1000, mouse; Signet Covance), AT8 (1:400, mouse; 

ThermoScientific), OC (1:500, rabbit, Millipore), AT180 (1:1000, mouse, ThermoScientific), and HT7 

(1:500, mouse, Innogenetics) for 48 h at 4 °C. After rinsing, the brain slices were incubated with 

biotinylated secondary antibodies (Vector Laboratories) for 1 h at RT. Finally, they were incubated 

with the Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratories) and revealed with the DAB kit (Vector 

Laboratories). Antigen retrieval with formic acid (70% for  2 min) was performed for 4G8 antibody. 

 

Image analysis  

Images were acquired using confocal microscopy (Leica SP8) and were analyzed using Fiji 

(http://fiji.sc/Fiji). Analysis of the astrocyte ramification and the corresponding immunofluorescence 

staining was performed from stacked confocal images (13 steps; z-step 1µm, maximum intensity 

stack) acquired with the 40X objective, zoom 2 (pixel size of 0.284 x 0.284 µm
2
). The image stacks 

of GFAP staining were reconstructed as binarized representations and the Sholl method of 

concentric circles 
21

 was used to determine astrocyte ramification. Each cell was manually outlined to 

exclude adjacent cells by tracing a region of interest (ROI) and was analyzed by selecting the center 

of its soma and then running the Sholl analysis procedure, which counts the number of intersections 

at circles of increasing radii (1µm increased radius between each ring) from the center. The ROI was 

then applied on the image stacks of PHGDH staining to measure the mean grey value of each 

analyzed astrocyte. The maximal ring with an intersecting process (max distance), the sum of the 

number of intersections (branching complexity) for all circles, and the ramification index were 

calculated for each cell and compared among groups to the corresponding mean grey value of 

PHGDH staining. 

http://fiji.sc/Fiji
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Immunoblotting 

Mice were euthanized with an overdose of sodium pentobarbital. The brains were rapidly collected 

and sliced into 1-mm thick coronal sections with a brain matrix and the hippocampus was dissected 

out. The samples were then homogenized using a sonicator (cycle 0.5, amplification 30%, 6 strokes) 

in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, and 1% SDS, with protease (Roche) and phosphatase 

(Sigma) inhibitor cocktails. The protein concentration was determined using the BCA method. Protein 

samples were diluted in NuPAGE LDS sample buffer with NuPAGE Sample Reducing agent (Life 

Technologies), boiled for 10 min, loaded on a 4–12% Bis-Tris gel, separated, and transferred to a 

nitrocellulose membrane, using an iBlot transfer device (Life Technologies). The membranes were 

blocked in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20, 5% milk for 30 min at RT and then incubated 

overnight at 4 °C with antibodies against PHGDH (1:500), SRR (1:1000), and Actin (1:5000, rabbit; 

Sigma) diluted in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 and 5% milk. After rinsing, secondary 

antibodies coupled to horseradish peroxidase were incubated with the membrane for 1 h. Antibody 

binding was detected using a Fusion FX7 camera system (ThermoScientific) after incubation with the 

enhanced chemiluminescence Clarity substrate (Bio-Rad). Band intensity was measured using BioID 

software and normalized to actin expression. 

 

RNA extraction and RT-qPCR 

Mice were euthanized under pentobarbital anesthesia. Brains were rapidly collected, and the 

hippocampus were dissected out and separated on ice from 1 mm thick coronal slices obtained 

using a mouse brain matrix. Total RNA was isolated with TRIzol (Invitrogen). Reverse transcription 

(RT) was performed with 350 ng of total RNA using Superscript II VILO reverse transcriptase 

(Invitrogen) followed by treatment with RNase H. Complementary DNA (7ng) was processed for RT-

qPCR on a Mastercycler ep realplex machine (Eppendorf). PCR products were quantified by 

measuring the incorporation of SYBR green fluorescent dye (Master Mix, Roche). The primers used 

were as follows: phgdh 5’-AAGTTCATGGGGACAGAGCTGAAC-3’ (forward) and 5’-

CCTTCACCATGTCCACAAACTGGA-3’ (reverse); cyclophiline A 5’-ATGGCAAATGCTGGACCAAA-
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3’ (forward) and 5’-GCCTTCTTTCACCTTCCCAAA-3’ (reverse). The relative expression of phgdh 

was assessed using the ΔΔCt calculation.  

 

Microdialysis 

Extracellular levels of L-serine were measured in vivo using microdialysis. Control and 3xTg-AD mice 

were anesthetized with medetomidine (Domitor) 0.5 mg/kg and benzodiazepine (Midazolam) 5 

mg/kg and placed in a stereotaxic frame. The body temperature was stabilized at 37 °C throughout 

the experiment with a thermostatic blanket. A microdialysis probe (CMA 7, 2 mm, cutoff 6 kDa; CMA 

Microdialysis) was implanted in the CA1 region of the hippocampus (coordinates: AP, -2 mm; L, 1.4 

mm from bregma; V, 1.3 mm from dura). Probes were perfused with ACSF (147 mM NaCl, 2.7mM 

KCl, 1.2 mM CaCl2, and 0.85 mM MgCl2) at a rate of 2 µl/min. Mice recovered from probe insertion 

for 30 min and then microdialysates were collected every 20 min and frozen at -80°C until analysis.  

 

Determination of L- and D-serine using chiral Capillary Electrophoresis coupled to Laser-

Induced Fluorescence (CE-LIF) 

Ten µL of sample were mixed with 37.5 µL derivatization buffer containing 10 mM borate pH 10, 5µM 

cysteic acid as internal standard and 6µL of a solution of 4-Fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole 

(NBD-F) at 5 mg/mL in ethanol. The mixture was heated at 65 °C for 30 min and the samples kept at 

7 ± 2 °C in the CE autosampler until analysis. Quantitative analysis of L- and D-serine was 

performed using Capillary Electrophoresis coupled to Laser-induced Fluorescence detection as 

previously described 
22

. Capillary electrophoresis experiments were carried out using a PA800 plus 

Pharmaceutical Analysis System instrument (Sciex, formerly Beckman Coulter, Redwood City, CA, 

USA). The instrument was coupled with LIF detection equipped with a 3.5 mW argon-ion laser. 

Excitation and emission wavelengths were 488 and 520 nm, respectively. Data acquisition and 

instrument control were carried out using 32 KaratTM system software version 7.0 (Sciex). 

Electrophoretic conditions were: 175 mM borate buffer pH 10.25 and 12.5 mM -cyclodextrin. 

Separation was performed in a 50 cm x 75 µm Id silica capillary at -21 kV at 25 °C. 
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Electrophysiology 

Slice Preparation 

Experiments were carried out on adult mice (7 months old) in accordance with the French National 

Code of Ethics on Animal Experimentation and approved by the Committee of Ethics of Bordeaux 

(authorization no. A50120109). Briefly, mice were anesthetized with isoflurane and euthanized. The 

brain was quickly removed from the skull and placed in cold ACSF saturated with 95% O2 and 5% 

CO2.  ACSF was used for dissection, slicing, and recordings. The ACSF composition was: 125 mM 

NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 1.3 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, and 10 mM 

glucose (pH 7.3, 300-305 mOsm/kg). A block of tissue containing the hippocampus was prepared 

and hippocampal sagittal slices (350 μm) were cut using a vibratome (Leica, VT1200S, Germany). 

The slices were incubated 30 min at 32°C and then allowed to recover for at least one hour at room 

temperature.  

Field Recordings 

For electrophysiological recordings, the slices were transferred into a recording chamber 

continuously perfused with ACSF (3 ml/min). A cut between CA3 and CA1 was made to avoid 

epileptiform activity, due to the presence of picrotoxin (100 µM) added to the ACSF just before 

recording. CA3-CA1 areas were identified with differential interference contrast microscopy 

(Olympus BX50). Field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were recorded with a Multiclamp 

700B amplifier (Axon Instruments, Inc.) using pipettes (3.5-5 MΩ) filled with ACSF and placed in the 

stratum radiatum of the CA1 area, close to the subiculum. NMDA fEPSPs were isolated with low 

Mg
2+

 ACSF (0.2 mM) with picrotoxin (100 µM) and 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-

benzo[f]quinoxaline-2,3-dione (NBQX) (10 µM) to block GABAA and AMPA/kaïnate receptors, 

respectively. Synaptic events were evoked at 0.5 Hz by orthodromic stimulation (100 μs) of Schaffer 

collaterals using a glass pipette, filled with ACSF, and placed in the stratum radiatum > 200 μm away 

from the recording electrodes. LTP was induced by applying a high-frequency stimulation (HFS) 

protocol (100 Hz train of stimuli for 1 s, repeated four times at 20 s intervals) performed in current 

clamp mode. LTD was induced with a 1 Hz train of stimuli applied for 30 minutes. Signals were 

filtered at 2 kHz and digitized at 10 kHz via a DigiData 1322 interface (Axon Instruments, Inc.). Data 
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were collected and analyzed using pClamp 9 software (Axon Instruments Inc.). Average fEPSP 

traces were obtained from at least 10 min of stable recordings.  

 

Statistical analysis  

Data are presented as the mean ± SEM. A p-value of less than 0.05 was considered to be 

statistically significant. Statistical analysis was performed using Statistica software. For comparison 

between two groups, the Student’s t-test was used. For multiple comparisons, a one-way ANOVA 

followed by Fisher’s protected least-significant difference post hoc test was used. The frequency 

distributions were compared using a Chi
2
 test. Electrophysiological data were compared using Mann 

Whitney or Wilcoxon tests.  

 

RESULTS 

We first performed an anatomopathological analysis of our colony of 3xTg-AD mice by focusing on 

hippocampal formation. We found that A pathology develops earlier than the tau pathology but with 

a delayed time course relative to that reported in the original publication 
15

. Intraneuronal A was 

already present in six month-old 3xTg-AD mice, whereas oligomers and extracellular plaques were 

only detected in the subiculum and not in the CA1 region of the hippocampus of 12 month-old 3xTg-

AD mice (Figure 1a). Using different anti-Tau antibodies, we found that Tau was 

hyperphosphorylated at multiple residues in an age-related manner (Figure 1b). We found that the 

pathology was considerably more pronounced in female mice than in age-matched males (Figure 

1c), as previously observed by others 
23, 24

. We therefore only used female 3xTg-AD mice at 6-7 

months and at 11-12 months of age. 

Reactive astrocytes are classically associated with neuroinflammation and brain diseases, 

overexpress GFAP, and display morphological changes 
25

. We did not detect any change in GFAP 

expression at both 6 and 12 months of age by immunohistochemistry (Figure 2a) in the CA1 region. 

We used Sholl analysis to analyze individual GFAP-expressing astrocytes (Figure 2b) and found that 
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both the complexity (Figure 2c) and the surface (Figure 2d) of 3xTg-AD astrocytes were not 

statistically different from those of control astrocytes at the two time-points studied. Similarly, no 

prominent reactivity of microglia was observed using IBA1 as a morphological marker (Figure 2a). 

Altogether, these data indicate that six month-old 3xTg-AD mice do not exhibit A plaques, overt 

astrocyte reactivity or neuroinflammation in the CA1 region, an age at which they already present 

synaptic and cognitive symptoms 
15, 26

. 

A reduction in glucose use has already occurred by the time an AD patient first experiences clinical 

symptoms of dementia. We next assessed whether six month-old female 3xTg-AD mice already 

manifest glucose metabolism alterations.  

 

3xTg-AD mice display alterations of glucose metabolism in vivo 

We performed an in vivo 3D autoradiographic measurement of glucose uptake including voxel-wise 

statistical analysis to map the differences in cerebral metabolism between WT and 3xTg-AD mice at 

two time-points. This approach allows the statistically significant unbiased identification of metabolic 

differences between groups at the voxel level without operator-dependent delineation of regions of 

interest 
27

 as widely employed for human studies using Statistical Parametric Mapping (SPM). We 

found that six month-old 3xTg-AD mice displayed localized increases in glucose uptake in the 

striatum, the auditory cortex, and the retrospenial cortex. Decreases in glucose uptake were 

observed in the amygdala, the entorhinal cortex and the hippocampus (Figure 3a). Older 3xTg-AD 

mice displayed the same hypermetabolic clusters but had more hypometabolic clusters, in particular 

in the hippocampus (Figure 3b). Within the hippocampus, glucose uptake was significantly 

decreased by 10 to 15% in the CA1, Dentate Gyrus, and CA2. These results indicate that 3xTg-AD 

mice display localized metabolic changes reminiscent of what is observed in AD patients. In the 

brain, glucose is mainly transported into astrocytes and processed via aerobic glycolysis 
28

. We next 

investigated whether the metabolic status of astrocytes was altered in 3xTg-AD mice. 

 

Alteration of glucose metabolism in astrocytes of 3xTg-AD mice 
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Resting astrocytes tonically produce lactate via aerobic glycolysis 
29

. We monitored astrocyte lactate 

dynamics in hippocampal slices in real time using Laconic, a FRET lactate nanosensor. Lactate 

transport across the astrocytic plasma membrane is mediated by monocarboxylate transporters 

(MCTs). We therefore used AR-C155858, a MCT blocker 
30

, to measure the accumulation of lactate 

in single astrocytes under physiological extracellular glucose concentration 
31

. We found that MCT 

blockade does not lead to further intracellular lactate accumulation in astrocytes of 3xTg-AD relative 

to control mice (Figure 4a-c). This result indicates that the glycolytic flux of 3xTg-AD astrocytes is 

altered. We next investigated whether the production of L-serine was affected in 3xTg-AD mice. 

 

Alteration of the production of L-serine in 3xTg-AD mice  

L-serine is only synthetized in astrocytes through diversion of the glycolytic intermediate 3-

phosphoglycerate (3PG) into the phosphorylated pathway. The first committed step in this pathway is 

the oxidation of 3PG to 3-phosphohydroxypyruvate by the specific astrocytic enzyme 3-

Phosphoglycerate Dehydrogenase (PHGDH). Using specific antibodies and confocal microscopy 

performed on a control mouse brain, we first confirmed that PHGDH was almost exclusively 

expressed by GFAP-expressing astrocytes and by few microglial cells in CA1 (Figure 5a).  

Expression of PHGDH was also restricted to astrocytes in the non-human primate brain (Figure 5b). 

Using RT-qPCR, we found that the level of PHGDH expression was significantly lower in 3xTg-AD 

mice compared to control mice. We did not observe any significant change in the protein level of 

PHGDH between control and 3xTg-AD mice by immunoblotting (Figure 5c). We took advantage of 

the Sholl analysis performed on individual astrocytes to determine whether the expression of 

PHGDH was locally altered in the CA1 region of 3xTg-AD mice. We found that the distribution of 

PHGDH expression was significantly different between control and 3xTg-AD mice when the level of 

PHGDH immunofluorescence was calculated on individual astrocytes selected from GFAP stack 

images (Figure 5d, e). These alterations of astrocytic glycolysis and PHGDH expression translated 

into significant functional changes. Indeed, in vivo microdialysis measures of L-serine showed that 

the concentration of extracellular L-serine was significantly lower in 3xTg-AD mice (Figure 5f). These 
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results support the hypothesis of a defective (probably metabolically-driven) astrocytic 

phosphorylated pathway. 

L-serine generates D-serine, an important signaling molecule, via the serine racemase (SRR). Using 

RT-qPCR and immunoblotting, we found that both SRR mRNA and protein levels were not 

significantly different between 3xTg-AD and control mice (data not shown). 

 

Synaptic deficits in the CA1 region of 3xTG-AD mice 

We observed that basal glutamatergic transmission was altered in the hippocampus of 6-7 month old 

female 3xTg-AD mice as originally reported 
15

. We also found that the input/ouput relationship for 

evoked fEPSPs at CA3-CA1 synapses was shifted to the right, indicating that the efficacy of the 

glutamatergic transmission was reduced (n = 8 in WT and n = 11 in 3xTg-AD mice; Figure 6a, b). We 

next assessed activity-dependent plasticity and observed that high-frequency stimulation (HFS)-

induced LTP was impaired in these animals (156.7% ± 6.7 in WT vs 123.5% ± 5.4 in 3xTg-AD, p= 

0.028; Figure 6c). Similarly, low-frequency stimulation (LFS)-induced LTD was also reduced in 3xTg-

AD mice (79.9% ± 9.5, n = 8 in WT vs 114.5 ± 6.6, n = 9 in 3xTg-AD, p = 0.008; Figure 6d). 

Therefore, 3xTg-AD mice display deficits in synaptic transmission and plasticity at CA3-CA1 

synapses that are associated with intracellular A immunoreactivity before the appearance of 

extracellular A deposition and tangles. 

 

Restoration of synaptic plasticity by D-serine 

Our data suggest an impairment of L-serine metabolism in 3xTg-AD mice. The availability of L-serine 

synthesized via the phosphorylated pathway in brain is a key determinant for normal NMDA receptor 

function, which depends on D-serine being maintained within a certain concentration range 
8
. D-

serine is an endogenous co-agonist of synaptic NMDA receptors in many brain structures including 

the hippocampus 
6, 32

. As such, it plays a crucial role in NMDA-dependent plasticity 
6
. Considering 

the role played by D-serine in NMDAR activation, we next tested whether impairments in 

hippocampal excitatory synaptic transmission and plasticity in female 3xTg-AD mice could be related 
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to a deficit in synaptic D-serine. We recorded the NMDAR component of field excitatory post-synaptic 

potentials (NMDAR-fEPSPs) that was isolated by reducing extracellular Mg
2+

 to relieve the voltage-

dependent inhibition of NMDAR and by blocking GABAA and AMPA/kainate receptors with picrotoxin 

(100 µM) and NBQX (10 µM), respectively. In control mice, bath application of D-serine (50µM) 

induced an increase of NMDA-fEPSPs (123.9% ± 5.6, n=10, p=0.002; Figure 7a). This is in 

agreement with previous work 
32

 indicating that the level of occupancy of the co-agonist binding sites 

of synaptic NMDARs in this region was not fully saturated. Importantly, the D-serine-mediated 

increase in synaptic NMDAR-fEPSPs was bigger in 3xTg-AD mice (151.2% ± 8.3, p=0.0078, n=8; 

Figure 7a) showing that the level of occupancy of the glycine-binding site of NMDAR was 

significantly lower in 3xTg-AD mice (p=0.0085). Such results could explain the deficit in LTP and 

LTD observed in 3xTg-AD mice since less NMDAR would be available for activation during HFS and 

LFS. In agreement with this hypothesis, we were able to completely rescue LTP by supplying 

exogenous D-serine (50 µM) in slices obtained from 3xTg-AD mice (163.6% ± 9.7, n = 6 in WT vs. 

166.1% ± 12.4, n = 10 in 3xTg-AD; p=0.2635, Figure 7b). Similarly, exogenous D-serine (50 µM) 

completely rescued LTD in 3xTg-AD mice (79.13 ± 11.3%, n = 5 in WT vs 87.5% ± 4.9 in 3xTg-AD; 

p=0.6993, Figure 7c). 

 

 

DISCUSSION 

The link between Aβ and memory impairment in AD remains controversial despite compelling 

experimental evidence that aberrant neural network activity and dysfunction of synapses are the 

main causes of cognitive decline in this disease. We show that early altered cerebral glucose 

metabolism, an invariant pathophysiological feature of AD, can directly contribute to the synaptic 

deficits underlying cognitive decline. We found that a reduction of glycolytic flux in 3xTg-AD mice 

leads to a decrease in the production of L-serine in astrocytes, an essential precursor of D-serine, a 

physiological ligand of the co-agonist site of synaptic NMDA receptors that is required to sustain 

synaptic transmission. We also found that this alteration of serine metabolism significantly 

contributed to the deficit of LTP observed at CA3-CA1 synapses in 3xTg-AD mice.  
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Using electrophysiological as well as 3D analysis of in vivo brain glucose metabolism and 

histopathology, we observed that 3xTg-AD mice display synaptic dysfunction (in the CA1 region) and 

metabolic impairment (in specific brain regions including the hippocampal formation) prior to amyloid 

deposition, inflammation, or astrocyte reactivity. 

Early alterations of cerebral metabolism, as measured using fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) and 

positron emission tomography (PET), are well established in AD and several studies have shown 

that abnormalities in FDG-PET can even predict progression from mild cognitive impairment (MCI) to 

AD (for references see 
11

). There is no clear spatial correlation between the retention of Pittsburgh 

Compound-B (PiB, an in vivo amyloid imaging agent) and the uptake of FDG in the cortex of AD 

patients, supporting the hypothesis that amyloid deposition is not the main determinant of glucose 

changes. Such metabolic alterations have also been reported in many rodent models of AD including 

APP, APP/PS1, and 3xTg-AD mice 
27, 33, 34

. As we observed in this study, decreases in glucose use 

were also reported in young transgenic APP mice that do not have amyloid plaques 
33

. The fact that 

topical application of A reduces glucose use in normal mice 
35

 provides further evidence that A 

produces alterations in energy metabolism that are independent of neuropathological changes. 

Recent data suggest that the endothelial glucose transporter 1 (GLUT1) may represent a molecular 

target by which A could exert its deleterious metabolic effects 
14

. In the brain, there exists a 

metabolic complementarity between astrocytes and neurons. Glucose, the almost exclusive energy 

substrate of the brain, is glycolytically processed to produce lactate and pyruvate in astrocytes, 

whereas neurons predominantly process glucose through the pentose phosphate pathway to 

produce NADPH (for review, see 
28

). As a consequence, the decreased glucose uptake we observed 

in 3xTg-AD mice was translated into a decreased glycolytic flux into astrocytes.  

One major function of aerobic glycolysis is to maintain high levels of glycolytic intermediates to 

support anabolic reactions in cells 
36

. Glycolytic intermediates are direct precursors for the 

biosynthesis of some nonessential amino acids since 3-phosphoglycerate (3PG) provides the 

carbons for glycine and serine. In the adult brain, these reactions (known as the phosphorylated 

pathway) occur only in astrocytes 
8
. This is an essential pathway as homozygous mutations of each 

of the three enzymes responsible for L-serine synthesis (PHGDH, PSAT1 and PSPH) are the cause 

of a syndrome called Neu-Laxova, a rare autosomal-recessive disorder characterized by severe 
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peripheral and central nervous system malformations (microcephaly) leading to prenatal or early 

postnatal death 
37

. We found that the concentration of extracellular L-serine was significantly reduced 

in 3xTg-AD mice. It is possible that the observed decrease of L-serine was due to the decreased 

availability of 3PG to fuel the phosphorylated pathway because the expression of PHGDH, the first 

enzyme of this pathway responsible for the oxidation of 3PG to 3-phosphohydroxypyruvate, was only 

moderately altered. L-serine is the main substrate for D-serine synthesis in the brain. We have 

previously shown that D-serine is an endogenous co-agonist of synaptic NMDA receptors 
32

 that 

plays a crucial role in NMDA-dependent plasticity 
6
. We tested the hypothesis that this defective 

astrocytic phosphorylated pathway contributes to early synaptic deficits in 3xTg-AD mice. 

We observed that the alteration of both basal glutamatergic transmission and LTP precedes plaque 

deposition in the CA1 region of 3xTg-AD mice, as reported previously in 3xTg-AD and other 

transgenic mouse models of AD (
15

 and see 
38

 for references).  We found that not only the LTP but 

also the LTD was significantly impaired in seven month-old 3xTg-AD mice. These synaptic deficits 

were not yet observed in 1-2 month-old 3xTg-AD mice 
15

 because of compensatory mechanisms 

involving endoplasmic reticulum (ER) calcium release 
39, 40

. We found that exogenous D-serine (50 

µM) completely rescued both forms of synaptic plasticity (LTP and LTD) in seven month-old female 

3xTg-AD mice. These data support the hypothesis that a deficit of L-serine synthesis by astrocytes is 

responsible for the synaptic alteration mediated by NMDAR in the hippocampus of 3xTg-AD mice. In 

addition to lactate 
41, 42

, our data suggest that the altered production of another byproduct of aerobic 

glycolysis (D-serine) may play an important role in the pathophysiology of AD (and perhaps other 

neurodegenerative diseases). Recent data have shown that protein levels of PHGDH and PSAT1 

(phosphoserine aminotransferase, the second enzyme of the phosphorylated pathway) are both 

increased in the hippocampus of early AD patients 
43

. These changes may reflect a compensatory 

mechanism of the serine biosynthesis pathway in astrocytes early in the course of the disease.  
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Figure 1.  Anatomopathological evaluation of 3xTg-AD mice 

(a) Tangential brain sections of 6, 12, and 18 month-old 3xTg-AD mice immunostained with 4G8 or 

OC antibodies. Progression of the amyloid pathology is slow, and whereas intraneuronal A is 

already present in 6 month-old 3xTg-AD mice, oligomers and extracellular plaques are detected only 

in the subiculum and not the CA1 region of the hippocampus in 12 and 18 month-old 3xTg-AD mice. 

(b) Tangential brain section of a 6, 12, and 18 month-old 3xTg-AD mouse immunostained with HT7, 

AT8, or AT180 tau antibodies. (c) Tangential brain section of a 6 and 12 month-old 3xTg-AD male 

and female mouse immunostained with 4G8 showing a more aggressive AD phenotype in the female 

relative to that of the male in the 3xTg-AD mouse model. 
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Figure 2. No astrocyte reactivity in the CA1 region of 3xTg-AD mice 

(a) Immunofluorescent staining of 6 and 12 month-old control and 3xTg-AD mouse brain using GFAP 

and IBA1 antibodies. The global expression of GFAP, quantified using ImageJ, was unaltered in the 

CA1 region at both ages. The expression of IBA1 was significantly higher only in 12 month-old 3xTg-

AD mice. (One-way ANOVA **p<0.05) (b) Illustration of Sholl analysis performed on a binarized 

image taken from a GFAP immunostaining.  Astrocytes were manually outlined and the Sholl 

analysis was performed using ImageJ. Sholl analysis generates several parameters such as the 

surface, the Nm (process maximum) and the ramification index (RI) for each analyzed cell. 

Astrocytes of 6 month-old (control n = 136, 3xTg-AD n = 135) and 12 month-old (control n = 120, 

3xTg-AD n = 120) mice were analyzed using Sholl analysis. (c, d) The distribution of the ramification 

index and the surface was similar for all groups (Chi² test), indicating that astrocytes in the CA1 

region of 6 and 12 month-old 3xTg-AD mice are not reactive . 

 



 

306 

 

 

 

Figure 3. 3xTG-AD mice display energy metabolism alterations in vivo 

In vivo glucose uptake was measured using 3D-reconstructed autoradiography and voxel-wise 

statistical analysis to map the cerebral metabolic differences between (a) 6 month-old control (n=10) 

and 3xTg-AD (n=10) and (b) between 12 month-old control (n=9) and 3xTg-AD mice (n=10). Brains 

of 3xTg-AD mice display hypometabolic and hypermetabolic clusters at both ages. Only 

hypometabolic clusters were observed in the hippocampus and their size were larger in 12 month-old 

3xTg-AD mice (Student’s t test *p<0.05). Numbers indicate the anatomical position relative to 

Bregma. 
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Figure 4. Altered metabolism in astrocytes of 3xTg-AD mice 

(a) Design of the AAV2/9 expressing the FRET sensor Laconic that was injected in the CA1 region of 

the hippocampus in control (n = 3) and 3xTg-AD (n = 3) mice. (b) CA1 astrocytes expressing the 

FRET lactate sensor Laconic in an acute hippocampal slice showing mTFP (blue) and Venus 

(green). (c)  Response of intracellular lactate to bath application of 1µM AR-C155858, a 

monocarboxylate transporter blocker. Astrocytes of 3xTg-AD mice do not accumulate lactate relative 

to control astrocytes (Mann-Whitney U Test, ***p<0.001).  

 



 

308 

 

 

Figure 5. Metabolism of L-serine is altered in 3xTg-AD mice  

(a) Double immunofluorescent staining of brain sections from 6 month-old control mice using 

PHGDH (green) and either an astrocyte marker (GFAP, red), a microglial marker (IBA1, red), or a 

neuronal marker (NeuN, red). (b) Immunostaining of PHGDH in the hippocampus of a control non-

human primate brain. (c) Quantification of RT-qPCR data for PHGDH mRNA in control (n = 5) and 

3xTg-AD (n = 9) mice (Student’s t test, p = 0.039) and immunoblotting for PHGDH in the CA1 and 

quantification in 6 month-old 3xTg-AD (n = 7) and control (n = 6) mice (NS, Student’s t test, p = 

0.62). (d, e) Quantification of PHGDH expression in individual astrocytes isolated during the Sholl 

analysis. Graph bars showing the differential distribution of PHGDH expression among the astrocytic 

population of the CA1 region in control (n = 136) and 3xTg-AD mice (n = 135); Khi² test, **p<0.01. (f) 

Concentration of extracellular L-serine in the hippocampus of 6 month-old control (n = 8) and 3xTg-

AD mice (n = 9) measured by microdialysis; Student’s t test *p<0.05. 
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Figure 6. Deficit of synaptic plasticity at CA3-CA1 synapses in 3xTg-AD mice 

(a) Tangential brain section of a 6 month-old 3xTg-AD mouse immunostained with 4G8 indicating the 

locations of the stimulating and recording electrodes in the CA1 region at a time when only 

intraneuronal Aβ is present in the cortex and the hippocampal formation. (b) Traces (average of 3 

sweeps) are representative fEPSPs. Input/output curves in control (green squares) and 3xTg-AD 

mice (purple triangles) revealing that basal glutamatergic synaptic transmission was impaired in 

3xTg-AD mice. (c) Traces represent typical fEPSPs evoked before (1) and after (2) LTP induction. 

LTP was significantly impaired in 3xTg-AD mice.  (d) Representative traces of characteristic fEPSPs 

evoked before and after LTD induction. LTD was significantly impaired in 3xTg-AD mice.  
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Figure 7. Deficits in LTP and LTD in 3xTg-AD mice are due to a decrease of D-serine 

availability 

(a) Traces of representative NMDAR-fEPSPs recorded before (1) and during (2) D-serine application 

(50 µM). Bar graph summarizing results presented in (a) indicates that NMDAR co-agonist binding 

site occupancy was decreased in 3xTg-AD mice. (b) D-serine application (50 µM) rescued LTP in 

3xTg-AD mice. Bar graph summarizing experiments presented in b. (c) D-serine application (50 µM) 

rescued LTD in 3xTg-AD mice. Bar graph summarizing experiments presented in c. Results are 

presented as the means ± SEM for fEPSPs measured 50-60 minutes after HFS or LFS relative to 

baseline. **p< 0.01 (Mann Whitney test). 
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