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Résumé 

Le vieillissement de la population est à l’origine de l’augmentation du nombre de personnes 
souffrant de démences, dont la plus fréquente est la maladie d’Alzheimer (MA). La MA est 
une maladie neurodégénérative incurable caractérisée par une atteinte progressive des 
fonctions cognitives, en premier lieu les fonctions mnésiques. Son diagnostic formel repose 
sur l’examen post-mortem du cerveau des patients.  Il est basé sur la présence conjointe de 
deux lésions caractéristiques: des dépôts extracellulaires majoritairement composés de peptide 
amyloïde fibrillaire, résultat d’un clivage anormal du précurseur transmembranaire APP, et 
d’une dégénérescence neurofibrillaire ou pathologie tau, caractérisée par l’accumulation intra-
neuronale de protéines tau hyper- et anormalement phosphorylées. Parallèlement à ces deux 
lésions se développe une réponse neuro-inflammatoire, notamment caractérisée par une 
augmentation du nombre et de l’activité des cellules microgliales et astrocytaires. Bien que les 
relations entre la pathologie amyloïde et la mise en place des processus neuro-inflammatoires 
aient fait l’objet d’intenses investigations, peu d’études se sont intéressés aux liens 
réciproques existants entre ces processus et la pathologie tau. A travers l’utilisation d’un 
modèle murin transgénique mimant le versant tau de la MA, la lignée THY-Tau22, un des 
objectifs de ma thèse a consisté à caractériser les différents aspects de leur réponse neuro-
inflammatoire. Ces souris développent une pathologie tau hippocampique progressive 
associée à des altérations mnésiques. Les études transcriptomiques, biochimiques et 
histologiques réalisées ont mis en évidence une augmentation progressive de l’expression 
hippocampique de marqueurs de l’immunité innée mais également adaptative chez les souris 
THY-Tau22. Nous observons particulièrement l’établissement progressif de réactions 
microgliales et astrocytaires, une augmentation des niveaux de différentes chimiokines 
(CCL3, CCL4 et CCL5) conjointement à une infiltration parenchymateuse de lymphocytes T, 
en l’absence d’altération majeure de l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique. Ces 
résultats mettent en exergue une corrélation entre le développement de troubles mnésiques et 
de la pathologie Tau hippocampique d’une part, et la présence d’une réponse neuro-
inflammatoire d’autre part.  
La MA est une maladie multifactorielle dont la survenue est modulée par différents facteurs 
génétiques et environnementaux. Parmi les facteurs environnementaux mis en évidence par 
les études épidémiologiques, la consommation de caféine réduit notablement le risque de 
développer la MA. La caféine est une substance psychoactive dont les effets sont 
essentiellement médiés par le blocage des récepteurs adénosinergiques A1 et A2A, ces derniers 
étant particulièrement décrits pour moduler les processus neuroinflammatoires. Le rôle de ces 
récepteurs étant mal connus dans le contexte de la MA, et inconnu concernant ses relations à 
la pathologie Tau, la seconde partie de ma thèse a consisté à évaluer les effets de la caféine 
mais également d’un blocage spécifique des récepteurs A2A, par des approches génétiques et 
pharmacologiques, vis-à-vis des altérations comportementales, de la pathologie tau et de la 
réponse neuro-inflammatoire dans le modèle THY-Tau22. Les résultats obtenus démontrent 
que la caféine et le blocage spécifique des récepteurs A2A exercent des effets bénéfiques dans 
ce modèle de Tauopathie, avec une prévention des altérations mnésiques, une réduction de 
l’hyperphosphorylation de Tau et des effets anti-inflammatoires. Ces modifications sont 
associées à des effets bénéfiques en terme neurochimique et synaptique. L’ensemble de ces 
résultats démontrent pour la première fois un effet bénéfique de la caféine et du blocage des 
récepteurs A2A dans un modèle murin de tauopathie et suggèrent qu’un ciblage thérapeutique 
de ces récepteurs puisse être d’intérêt dans la MA. 



Abstract 

 
Population ageing is a major risk factor for dementia, the most prevalent being Alzheimer 
disease (AD). AD is a neurodegenerative disorder characterized by a progressive cognitive 
decline, notably impacting memory functions. Its formal diagnosis is based on the post-
mortem examination of AD patients’ brains and defined by the combination of two lesions: 
extracellular deposition of fibrillar amyloid peptide, resulting from the abnormal cleavage of 
transmembrane APP precursor, and neurofibrillary tangles, characterized by intraneuronal 
accumulation of hyper- and abnormal phosphorylated tau protein (Tau pathology). Besides 
these two lesions hallmarks, neuro-inflammatory processes, mainly defined by an increase of 
the number and the activity of microglial and astroglial cells, are considered as a third 
pathological component. Although the relationships between amyloid pathology and neuro-
inflammatory processes had been the subject of intense investigations, few studies has been 
achieved with regards to tau pathology. As a first aim of this work, neuro-inflammatory 
processes associated with Tau pathology has been evaluated using a transgenic mouse model 
mimicking AD-like Tau pathology, THY-Tau22 strain.. These mice overexpress a mutated 
human tau protein under the control of a neuronal promoter and progressively hippocampal 
tau pathology associated to memory decline. Transcriptomic, biochemical and histological 
evaluations revealed a progressive increase several markers of both innate and adaptive 
immunity in the hippocampus of THY-Tau22 transgenic mice. We notably observed a 
progressive rise of microglial and astrogliale reactions, the overproduction of many 
chemokines (CCL3, CCL4, CCL5) in association with a parenchymatous infiltration of T 
cells, without major disruption of blood brain barrier (BBB). These results highlight a 
correlation between the establishments of memory alterations and hippocampal tau pathology 
on the one hand, and the occurrence of a neuro-inflammatory response on the other hand.  
AD is a multifactorial disorder whose occurrence depends on different genetic and 
environmental factors. Among the latter, epidemiological studies have shown that caffeine 
consumption significantly reduces the risk to develop AD. Caffeine is a psychoactive drug, 
whose effects are mainly ascribed to  the blockade of A1 and A2A adenosinergic receptors, the 
latter beeing known to modulate neuro-inflammatory processes. The role of A2A receptors in 
AD is far from understood, and relationship with tau pathology currently unknown. The 
second part of my PhD aimed at evaluating effects of caffeine but also of a specific A2AR 
blockade, using genetic and pharmacological means, towards behavioural alterations, tau 
pathology and neuro-inflammatory processes in THY-Tau22 model. Results obtained 
demonstrate that caffeine and specific A2AR blockade lead to beneficial effects towards 
memory dysfunction, tau hyperphosphorylation and hippocampal neuro-inflammation. These 
improvements are associated with beneficial neurochemical and electrophysiological changes. 
Theses results demonstrate for the first time a beneficial effect of caffeine and A2A receptor 
blockade in a mouse model of tauopathy and support that therapeutic targeting of A2A 
receptors could be of interest in AD.  



 
 
 
 
 
 



Avant-propos 

 
L’étude présentée dans ce manuscrit porte sur les conséquences du blocage des récepteurs 
adénosinergiques A2A vis à vis de la pathologie tau, une des deux lésions histopathologiques 
qui caractérisent la maladie d’Alzheimer (MA). Le blocage de ces récepteurs a été réalisé au 
moyen de deux stratégies distinctes : la première consiste en une invalidation génétique 
globale des récepteurs A2A dans un modèle murin transgénique mimant le versant tau de la 
MA (souris THY-Tau22), alors que la deuxième repose sur un traitement chronique de 
caféine de ces souris sur une période de 9 mois. La modulation des récepteurs A2A est décrite 
comme ayant des conséquences sur les niveaux d’inflammation tant au niveau périphérique 
que centrale. En outre, la réponse neuro-inflammatoire présente dans le cerveau des patients 
atteints de la MA contribue à la progression des troubles mnésiques ainsi qu’à celle de la 
lésion tau. En ce sens, la neuro-inflammation sera largement détaillé au cours de ce manuscrit 
notamment au travers de la caractérisation du phénotype neuro-inflammatoire du modèle 
THY-Tau22. Afin que le lecteur dispose des outils nécessaires à la bonne compréhension des 
résultats expérimentaux, une partie introductive sera réalisée sur les principaux aspects neuro-
inflammatoires décrits dans le contexte de la MA, une fois rappellées les bases cellulaires et 
moléculaires de la réponse neuro-inflammatoire. Les différents aspects de la MA ainsi que les 
facteurs génétiques et environnementaux conditionnant son apparition seront également 
détaillés. Enfin, les effets de la caféine et du blocage spécifique des récepteurs 
adénosinergiques A2A seront décrits dans le contexte de la MA, après avoir rappellé les bases 
du système adénosinergique et les conséquences physiologiques d’une consommation 
habituelle de caféine. 
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GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogénase 
GFAP  Glial fibrillary acidic protein 
GSK-3β  Glycogen-synthase kinase 3 beta  
hTau  human Tau 
H2AB-1  Histocompatibility 2, class II antigen 1, beta 1 
ICAM-1  Intercellular adhesion molecular 1 
IFN   Interféron 
IGF-1  Insulin-like growth factor 1 
IgG  Immunoglobulines G 
IL1, 4   Interleukine-1, 4 
Itgax   Integrin alpha X



 
KO  Knock out 
LCR  Liquide céphalo-rachidien 
LFA-1  Lymphocyte function-associated antigen 1 
LPS  Lipopolysaccharide 
LTP      Potentialisation à long terme  
LTD      Dépression à long terme  
MA     Maladie d’Alzheimer  
MAPK    Mitogen-activated protein kinase 
MAPT     Microtubule associated protein 
MnSOD    Manganèse superoxide dismutases 
NADPH    Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NeuN     Neuronal Nuclei 
NMDA    N-méthyl-D-aspartate 
i/eNOS    inductible/ endothélial Nitric oxyde synthase 
Nrf2     Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
P301S     Proline-301-Sérine  
PGE2     Prostaglandine E2 
PHF      Paired helical filaments 
PICALM    Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein  
PKA      Protéine kinase A  
PKC      Protéine kinase C  
PLC      Phospholipase C  
PP (1, 2A, 2B, 5)   Protéine Phosphatase   
PSEN (1 ou 2)   Préséniline 
R (1 à 4)    Domaine de répétition 
RAGE     Receptor for advenced glycation endproducts 
ROS     Espèces réactives à l’oxygène 
SAH     S-adénosyl-L-homocystéine 
SCID     Severe combined immunodeficiency 
SDS     Sodium Dodécyl Sulfate 
SH3     Src homology 3 
Slamf9    Signaling lymphocytic activation molecule 
SNC      Système nerveux central 
SORL1 Sortilin-related receptor, L (DLR class) A repeat 

containing 
TEP     Tomographie à émission de position 
TGF     Transforming growth factor 
TLR     Toll like receptor 
TNF     Tumor necrosis factor 
TREM     Trigerring receptor expressed on myeloid cells  
WT      Wild type, sauvage  
VCAM    Vascular cell adhesion protein 1 
VLA-4    Very-late antigen-4 
Y/Tyr     Tyrosine  
ZO-1     Zonula Occludens-1  
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Chapitre 1 : La Maladie d’Alzheimer 

 

La détérioration des facultés intellectuelles est un processus normal du vieillissement qui se 

traduit généralement par des pertes de mémoire. Ces altérations peuvent être beaucoup plus 

marquées et donner naissance à des troubles cognitifs sévères, on parle alors de démences 

dont la cause principale est à ce jour la maladie d’Alzheimer (MA).  

1. Découverte de la MA 

Le 25 novembre 1901, la patiente Auguste Deter est admise à l’hôpital de Frankfort en raison 

de désordres cognitifs, de paranoïa, d’hallucinations et de troubles comportementaux et 

psychosociaux. Le psychiatre et neurologue allemand Aloïs Alzheimer la prend en charge et 

suspecte un cas de démence sénile bien qu’incompatible avec le relatif jeune âge de la 

patiente (51ans). Au cours de son suivi, il observe la perte progressive de ses fonctions 

cognitives et de son autonomie. A sa mort, le 8 avril 1906, il procède à l’examen de son 

cerveau et y met en évidence la présence de plaques séniles extracellulaires et d’une 

dégénérescence neurofibrillaire (Figure 1). Ses observations sont présentées durant la 37ème 

conférence des psychiatres allemands, le 4 novembre 1906 à Tübingen. Plusieurs médecins 

(Fisher, Bonfiglio, Perusini) réétudient le cerveau d’Auguste Deter et confirment la 

découverte d’Alzheimer. L’étude de ce cas a permis d’établir une corrélation entre la présence 

de lésions neuropathologiques et les atteintes cognitives et psychiatriques caractérisant la 

maladie, qui prendra alors le nom de son investigateur (Maurer et al., 1997). 

                                                 

 

Figure 1 Dégénérescence neurofibrillaire intra-neuronale de la patiente Auguste D. 
dessinée par Aloïs Alzheimer.   
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2. Aspect clinique  

La MA est une maladie neurodégénérative caractérisée par une progression stéréotypée des 

troubles cognitifs. La première manifestation clinique est une atteinte de la mémoire 

épisodique qui se traduit chez le patient par des difficultés à se souvenir des faits récemment 

appris ou à acquérir de nouvelles informations. Ces pertes de mémoire, résultat d’une atteinte 

neurologique de l’hippocampe, s’accentuent avec la progression de la maladie. D’autres 

déficits cognitifs apparaissent ensuite en raison de l’étendue de la maladie aux régions 

corticales, tel qu’une agressivité, des troubles du langage (aphasie), de l’humeur, des 

fonctions exécutrices, de l’identification (agnosie) ou encore de l’exécution des mouvements 

(apraxie). Toute forme de mémoire est également affectée. L’aggravation de ces symptômes 

entraîne une perte de la coordination motrice, à l’origine d’un risque élevé de chutes, puis 

d’une perte complète de la locomotion et donc de l’autonomie du patient. La phase terminale 

de la maladie se traduit par un alitement permanent, un état de fatigue intense et une absence 

quasi totale de communication verbale. Après une évolution médiane comprise entre 7 et 10 

ans (Brookmeyer et al., 2002), le patient décède souvent en raison d’un facteur externe à la 

maladie comme une pneumonie.  

3. Diagnostic  

Actuellement, aucun traitement curatif de la MA n’existe. Il est toutefois indispensable de la 

diagnostiquer rapidement afin de mettre en place un plan d’aide adapté aux patients qui en 

sont atteints. Le diagnostic clinique de probabilité de la MA repose sur différents critères 

d’appartenance définit par la « National Institute of Neurological and Communicative 

Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and related Disorders Association (NINCDS-

ADRDA) (McKhann et al., 1984) (Figure 2). Afin de mettre en évidence les altérations 

cognitives du patient, le clinicien dispose de différents tests neuropsychologiques 

standardisés, notamment le MMSE (Mini Mental State Evaluation), qui est recommandé par 

la Haute Autorité de santé. Ce test de 18 questions/tâches est réalisable en 15 minutes et 

fournit un score compris entre 0 et 30. Un score inférieur à 24 est suspect de démence. Le 

niveau éducatif du patient doit toutefois être pris en compte car susceptible d’influencer à la 

hausse les résultats du test. Le diagnostic de probabilité de la MA est renforcé par l’évolution 

du patient au fil des consultations ainsi que par l’imagerie cérébrale. En effet l’IRM peut 

révéler une atrophie hippocampique, de la même manière la TEP (tomographie à émission de 

positons) peut mettre en évidence une réduction de l’activité métabolique de l’hippocampe. 
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Enfin le dosage de la protéine tau totale, tau phosphorylée et du peptide amyloïde 1-42 dans le 

LCR peut également être effectué par une ponction lombaire. Le diagnostic formel de la MA 

reste néanmoins uniquement possible à la mort du patient par l’observation conjointe des 

deux lésions cérébrales que sont la DNF et la présence de plaques séniles.  

                

 

4. Lésions neuropathologiques 

4.1. Atrophie cérébrale  

L’imagerie cérébrale permet de mesurer chez le patient l’extension de la perte neuronale par 

observation des structures cérébrales atrophiées. Cette atrophie progresse de manière 

Figure 2 Critères diagnostiques de la MA selon la NINCDS-ADRDA, 1984.    
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stéréotypée au cours du développement de la maladie et est à l’origine des symptômes 

cliniques. Elle concerne de manière précoce le lobe temporal médian (hippocampe, amygdale, 

cortex entorhinal). Une dilatation des ventricules cérébraux et des sillons corticaux est 

également observée (Figure 3). La présence conjointe de deux lésions que sont les plaques 

séniles et la DNF, est à l’origine d’une perte progressive de l’intégrité synaptique et de la 

neurodégénérescence et de l’atrophie cérébrale qui en résulte.  

 

4.2. Dépôts amyloïdes extracellulaires 

La formation des dépôts amyloïdes débute dans les régions néocorticales (cortex frontal, 

pariétal, temporal, occipital), puis s’étend vers le cortex entorhinal, l’hippocampe et 

l’amygdale avant de gagner les régions subcorticales (ganglions de la base, thalamus, 

hypothalamus), le tronc cérébral et le cervelet (Figure 4). La progression de ces dépôts se 

développe de façon antérograde en suivant les voies neuro-anatomiques (Thal et al., 

2002).  

 

Figure 3  Représentation schématique d’une coupe transversale de cerveau sain 
(gauche) et atrophié à un stade avancé de la MA (droite).   

Figure 4 Les cinq phases du développement de la pathologie amyloïde. Phase 1 : 
atteinte néocorticale ; Phase 2 : atteinte allocorticale (Hippocampe, cortex 
entorhinal, amygdale) ; Phase 3 : les dépôts amyloïdes gagnent le diencéphale et le 
striatum ; Phase 4 : le tronc cérébral commence à être affecté ; Phase 5 : progression 
de la pathologie dans le tronc cérébral en parallèle d’une atteinte cérébelleuse (Thal 
et al., 2002).    
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La purification des constituants des plaques séniles extracellulaires par chromatographie a 

permis de mettre en évidence la présence d’un peptide amyloïde Aβ de 4kDa organisé sous la 

forme de feuillets β-plissés (Glenner et Wong, 1984). Ce peptide Aβ est issu du clivage 

séquentiel de l’APP (amyloid precursor protein), une protéine transmembranaire, par la β-

secrétase BACE-1 et le complexe γ-secrétase comprenant notamment les présénilines 1 et 2 

(Figure 5).  Cette voie amyloïdogénique mène majoritairement à la formation d’un peptide 

Aβ de 40 (Aβ1-40) ou 42 acides aminés (Aβ1-42) selon un ratio Aβ1-40/Aβ1-42 égal à 10. De 

nature plus hydrophobe, l’isoforme Aβ1-42 présente des capacités agrégatives plus élevées et 

constitue majoritairement les dépôts amyloïdes extracellulaires (Jarrett et al., 1993 ; Younkin 

et al., 1998), alors que l’isoforme Aβ1-40 se retrouve plutôt dans le compartiment vasculaire. 

Le précurseur APP peut également subir un clivage protéolytique à l’intérieur de la séquence 

codant pour le peptide amyloïde et empêchant de fait sa formation. Ce clivage s’effectue par 

des enzymes appartenant à la famille des α-secrétases et génère un fragment soluble sAPPα  

aux propriétés neuroprotectrices (Zhou et al., 2011) 

 

       

Figure 5 Protéolyse d’APP. Le clivage d’APP en position 99 à partir de l’extrémité 
C-terminale par BACE-1 forme le composé C99, lui même clivé par le complexe γ-
secrétase pour donner naissance au peptide amyloïde (voie amyloïdogénique). Le 
peptide Aβ libéré va alors s’oligomériser et former progressivement les dépôts 
extracellulaires. Durant la voie non amyloïdogénique, la protéine APP est clivée par 
l’α-secrétase en position 83, libérant alors l’extrémité N-terminale (sAPPα). Le 
fragment CTF83 peut quant à lui être clivé par la γ-secrétase et donner naissance à 
l’AICD et le fragment P3 (non montré) (Laferla et al., 2007).  
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4.3. La dégénérescence neurofibrillaire 

La seconde lésion histopathologique retrouvée dans le cerveau des patients est la 

dégénérescence neurofibrillaire (DNF). L’observation par microscopie électronique de cette 

lésion a révélé une structure en filaments de 10nm de diamètre appariés en hélice  ou PHF 

(paired helical filament). L’analyse biochimique a ensuite mis en évidence qu’ils étaient 

composés de l’accumulation intra-neuronale de protéine tau (tubulin associated unit)  hyper- 

et anormalement phosphorylées (Brion et al., 1985).  

Cette lésion n’est pas intrinsèque à la MA mais est commune à plus de 20 pathologies 

neurodégénératives regroupées sous le nom de tauopathie parmi lesquelles la démence 

frontotemporale avec syndrome parkinsonien lié au chromosome 17 (FTDP-17), le syndrome 

de Drown, la sclérose latérale amyotrophique, la dégénérescence corticobasale, et la paralysie 

supranucléaire progressive (Buée et al., 2000). L’observation post-mortem de 83 cerveaux a 

permis à Braak et collaborateurs de mettre en évidence un développement spatio-temporel 

stéréotypé de cette lésion et d’identifier six stades de progression (Braak et Braak, 1991). Elle 

affecte initialement le cortex entorhinal puis l’hippocampe, gagne ensuite la région temporale, 

le néocortex associatif et atteint finalement les régions primaires (Figure 6). De manière 

intéressante, une corrélation entre la progression de la DNF et les altérations cognitives a été 

observée (Duyckaerts et al., 1997).  Enfin, les équipes de Lewis et Götz ont tout deux 

démontré une augmentation de la DNF en présence du peptide amyloïde (Götz et al., 2001 ; 

Lewis et al., 2001). L’apparition du peptide Aβ pourrait alors potentialiser la pathologie tau 

hippocampique préexistante au cours du vieillissement normal et favoriser le développement 

de la MA.  

 

 
 

 
 

Figure 6 Distribution de la pathologie Tau au cours de la MA. La DNF apparaît 
initialement dans la formation hippocampique puis progresse de façon stéréotypée 
vers les régions corticales (Delacourte et al., 1999). 
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4.3.1. Structure du gène et de la protéine tau  

Le gène humain mapt codant pour la protéine tau est localisé sur le chromosome 17 en 

position 17q21 et s’étend sur plus de 130kb. Il est principalement exprimé dans le système 

nerveux central et périphérique mais son expression est également retrouvée dans le cœur, le 

muscle squelettique, le poumon, le rein et dans une moindre mesure dans le foie et l’estomac 

(Gu et al., 1996). La maturation du transcrit primaire, qui contient 16 exons, consiste en un 

épissage alternatif de certains d’entre eux générant de fait plusieurs isoformes possibles de la 

protéine. C’est le cas des exons 2, 3 et 10. L’exon 3 ne pouvant être présent sans l’exon 2, 

l’épissage alternatif de ces trois exons conduit à la formation de 6 isoformes dans le cerveau 

adulte, une seule est présente chez le fœtus (Figure 7). Les exons 4a et 8 sont quant à eux 

systématiquement épissés dans le cerveau humain et sont présents uniquement dans les tissus 

périphériques alors que l’exon 6 est retrouvé de manière minoritaire (Luo et al., 2004).  

           

Figure 7 Gène mapt et son transcrit primaire. Le gène humain mapt codant pour la 
protéine tau comporte 16 exons (A). Les exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 et 13 sont constitutifs à 
l’inverse des exons 4a et 6. Les exons 2, 3 et 10 subissent un épissage alternatif (B) et sont 
à l’origine des isoformes 3R et 4R retrouvées dans le cerveau humain (C) (Sergeant et al., 
2008) 
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Dans le cerveau humain, les 6 isoformes de la protéine tau comptent entre 352 et 441 acides 

aminés pour un poids moléculaire apparent compris entre 45 et 65kDa en électrophorèse 

monodimensionnelle SDS-PAGE. En fonction de l’inclusion ou non de l’exon 10 dans le 

transcrit mature, la protéine tau possède respectivement 4 (4R) ou 3 (3R) domaines de liaisons 

aux microtubules localisés dans sa partie carboxy-terminale, ce qui modifiera alors sa liaison 

aux microtubules et son efficacité à promouvoir leur polymérisation (Goedert et Jakes, 1990 ; 

Butner et Kirschner, 1991). La partie amino-terminale de la protéine constitue son domaine de 

projection, qui est une région acide comprenant notamment les deux séquences de 29 acides 

aminés codés par les exons 2 et 3 (Figure 8). Cette région peut lier d’autres éléments du 

cytosquelette et définit l’espace entre les microtubules axonaux, ce qui détermine alors le 

diamètre de l’axone (Chen et al., 1992). Le domaine de projection compte également une 

région riche en proline qui est elle fortement basique, ce qui fait de la protéine tau une 

protéine dipolaire.  

 

4.3.2. Modifications post-traductionnelles  

Les mécanismes moléculaires responsables de la désolidarisation de la protéine tau des 

microtubules et de sa nucléation vers la formation de DNF ne sont pas totalement élucidés. 

Comprendre ses modes de régulation à travers l’étude fonctionnelle de ses modifications post-

traductionnelles s’avère donc indispensable. La phosphorylation, la glycosylation et la 

troncation font partie de la dizaine de modifications post-traductionnelles que peut subir la 

Prolin'rich'
region''

Projec-on'domain' Microtubules'Binding'domain'

441'1'

Figure 8 Représentation schématique de l’isoforme 2+3+10+ comprenant 441 acides 
aminés. Le domaine de projection amino-terminale qui comprend la région riche en 
proline, détermine l’espace entre les microtubules en se fixant à des protéines du 
cytosquelette mais est également impliqué dans des voies de transduction. La région 
carboxy-terminale, de par ses domaines de fixation aux microtubules, assure quant à elle 
leur polymérisation et leur stabilité. 
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protéine tau (pour revue : Martin et al., 2011). Chacune de ces voies est finement régulée et 

une perturbation dans cet équilibre peut participer à la formation d’espèces toxiques de tau 

comme retrouvées dans les tauopathies.  

4.3.2.1. Phosphorylation  

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle de tau la plus commune et 

également la plus étudiée, facilitée par la disponibilité de nombreux outils immunologiques 

spécifiquement dirigés contre des épitopes phosphorylés, la spectrométrie de masse ou encore 

les techniques de RMN. Elle consiste en l’ajout d’un résidu phosphate sur les acides aminés 

sérine (S), thréonine (T) ou tyrosine (Y). La protéine tau possède 85 sites potentiels de 

phosphorylation dont la majorité se retrouve plutôt dans sa partie carboxy-terminale (Figure 

9). Son niveau de phosphorylation est sous la dépendance d’un équilibre entre kinases et 

phosphatases. Une perturbation de cet équilibre semble être à l’origine de 

l’hyperphosphorylation et la phosphorylation anomale de tau retrouvée dans la MA, ce qui 

réduit alors son affinité pour les microtubules ainsi que sa solubilité (voir partie 4.3.4.1 de ce 

chapitre).    

 

4.3.2.1.1. Kinases 

Il existe une trentaine de kinases impliquée dans la phosphorylation de tau réparties en trois 

catégories sur la base de leur nature et de leur site consensus : PDPK (prolin-directed protein 

Figure 9 Position des sites de phosphorylation de tau retrouvé dans le cerveau de patients 
atteints de la MA. Environ 45 sites ont été identifiés dont cinq grâce à l’utilisation 
d’anticorps phospho-épitopes spécifiques (orange). Ces sites se retrouvent essentiellement 
dans la région riche en proline (PRD : Prolin Rich Domain) et à l’extrémité carboxy-
terminale de la protéine. (Hanger et al., 2009).  
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kinases), non-PDPK et TPK (Tyrosine protein kinases). Chaque kinase reconnaît 

spécifiquement certains épitopes de la protéine et peut donc être impliqué lors d’une altération 

du niveau de phosphorylation de l’épitope qu’elle contrôle (Sergeant et al., 2008). Les PDPK 

sont des kinases ciblant des sérines et thréonines précédant un résidu proline (motif S/TP). La 

glycogen synthase kinase-3 (GSK3), cyclin-dependent protein kinase-5 (CDK5) et la famille 

des mitogen-activated protein kinases (MAPK) tel que p38, extracellular signal-regulated 

kinases 1 et 2 (ERK1/2) et c-Jun N-terminal kinases (JNK) appartiennent à cette catégorie. 

Les non-PDPK regroupent les tau-tubulin kinases 1/2 (TTBK1/2), les caséines kinases 1α, 1δ, 

1ε, 2 (CK1α, CK1δ, CK1ε /2), les microtubule affinity-regulating kinases (MARK), la PKA, 

Akt, PKC, PKN et la calmodulin-dependent protein kinases II (CaMKII). La dernière 

catégorie regroupe notamment les tyrosines kinases Src et Fyn. Toutes ces kinases présentent 

une contribution relative à la phosphorylation « pathologique » de la protéine tau retrouvée 

dans la MA (pour revue : Martin et al., 2013a), si bien que l’inhibition de certaines constitue 

une piste thérapeutique potentielle.  

4.3.2.1.2. Phosphatases 

Les phosphatases se répartissent en trois catégories déterminées à partir de la structure de leur 

site catalytique et de leur sensibilité aux inhibiteurs : les phosphoprotéines phosphatase (PPP), 

les protéines tyrosine phosphatase (PTP) et les protéines phosphatases dépendantes d’un ion 

métallique. Dans le cerveau humain non pathologique, l’activité phosphatase est 

majoritairement attribuée à l’activité de PP2A (71%) alors que PP1, PP5 et PP2B comptent 

respectivement pour 11, 10 et 7% de l’activité totale (Liu et al., 2005). Les phosphatases 

impliquées dans la déphosphorylation de la protéine tau sont au nombre de cinq : PP1, PP2A, 

PP2B et PP5 (PPP), ainsi que PTEN (PTP) (pour revue : Martin et al., 2013b). L’équipe de 

Liu et collaborateur a démontré une réduction respective de 50 et 20% de l’activité de PP2A 

et PP5 dans le cerveau de patient atteint de la MA. De plus, le niveau de corrélation entre la 

baisse d’activité de PP2A et l’augmentation de la phosphorylation de tau est significatif sur la 

majorité des 11 épitopes étudiés (Liu et al., 2005), faisant de la PP2A la phosphatase majeure 

de la protéine tau (Torrent et Ferrer, 2012).  

4.3.2.2. Autres modifications post-traductionnelles 

La glycosylation est la seconde modification post-traductionnelle subie par tau après la 

phosphorylation. Elle consiste en l’ajout d’un oligosaccharide sur un résidu asparagine (N-

glycosylation), sérine ou thréonine (O-glycosylation). Les études post-mortem et in vivo ont 
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révélé une corrélation inverse entre la O-glycosylation et la phosphorylation de la protéine tau 

(Robertson et al., 2004), suggérant une compétition entre ces deux modifications post-

traductionnelles. Les études in vitro vont dans cette direction, et mettent en évidence une 

réduction de l’hyperphosphorylation et l’agrégation de tau par la O-glycosylation (Liu et al., 

2004 ; Yu et al., 2008 ; Smet-Nocca et al., 2011).  La troncation de tau aux sites D13, E391 

est D421 est une autre modification post-traductionnelle de tau. Ces formes tronquées sont 

retrouvées dans le cerveau de patients atteints de MA et sont corrélés à la progression de la 

pathologie (Horowitz et al., 2004 ; Basurto-Islas et al., 2008). Il a par ailleurs été observé que 

le clivage de tau en ces sites ferait suite à l’hyperphosphorylation de la protéine et 

participerait à son agrégation (Mondragón-Rodriguez et al., 2008). Enfin  glycation, 

acétylation, prolyl-isomérisation, nitration, polyamination, ubiquitination, sumoylation et 

oxydation sont d’autres modifications potentielles pouvant être subie par la protéine tau et 

susceptibles d’influer sur la progression de la MA (Martin et al., 2011).  

4.3.3. Fonction physiologique de la protéine  

4.3.3.1. Une protéine d’association aux microtubules 

Tau est une protéine d’association aux microtubules (MAP pour microtubule associated 

protein) dont la fonction première consiste à promouvoir leur assemblage et leur stabilité 

(Weingarten et al., 1975 ; Connolly et al., 1977). A l’instar des microfilaments d’actine et des 

filaments intermédiaire, les microtubules font partie du cytosquelette qui constitue en quelque 

sorte la charpente de la cellule. Ce sont des structures dynamiques et polarisées qui présentent 

une extrémité + et une extrémité - correspondant respectivement au lieu de polymérisation et 

dépolymérisation. Les microtubules sont formés à partir de l’association d’hétérodimères de 

tubuline (α et β) en proto-filaments. Ces derniers s’assemblent littéralement entre eux pour 

former des feuillets qui se replient progressivement sur eux même afin de définir un cylindre 

creux de 25nm de diamètre qu’est le microtubule. Leur dépolymérisation spontanée en fait 

des structures particulièrement labiles et instables. En s’associant aux microtubules par 

l’intermédiaire de ses 3 ou 4 domaines de liaison, la protéine tau promeut leur polymérisation 

et stabilise le réseau microtubulaire (Drechsel et al., 1992). Elle contribue alors au maintien 

de la morphologie neuronale et la formation des axones et dendrites de même qu’au transport 

axonal. En effet, les microtubules interagissent avec les protéines « motrices » kinésine et 

dynéine. Ces protéines sont responsables de la mobilité des vésicules ou organelles à travers 

la cellule le long des rails formés par les microtubules, ce qui est particulièrement important 

dans la cellule nerveuse compte tenu de l’éloignement existant entre la synthèse somatique et 
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la sécrétion axonale des neurotransmetteurs. La kinésine assure uniquement un transport vers 

l’extrémité + du microtubule, on parle alors de transport antérograde (du soma vers le bouton 

axonal). A l’inverse, le complexe dynéine-dynactine assure un transport vers l’extrémité – et 

donc rétrograde (du bouton axonal vers le soma) (Figure 10).  

         

En stabilisant le réseau microtubulaire, la protéine tau assure un transport axonal compatible 

avec le bon fonctionnement cellulaire. Par ailleurs, elle peut directement participer à ce 

transport en modulant l’activité des kinésines et dynéines (Dixit et al., 2008 ; Dubey et al., 

2008). Enfin, par l’intermédiaire de son domaine de projection, elle peut  contrôler l’espace 

entre deux neurofilaments et influer sur le diamètre de l’axone  (Chen et al., 1992 ; Wegmann 

et al., 2013).  

4.3.3.2. Implication de la protéine tau dans la signalisation cellulaire 

La protéine tau peut interagir avec d’autres éléments du cytosquelette que les microtubules 

tels que les microfilaments d’actine ou les filaments intermédiaires, via son domaine de 

projection (Miyata et al., 1986 ; Henriquez et al., 1995), faisant une interconnexion entres les 

trois composants du cytosquelette et la membrane plasmique à laquelle elle peut se fixer 

(Brandt et al., 1995). Par l’intermédiaire de son domaine riche en proline, la protéine tau peut 

également interagir avec les domaines SH3 de la PLCγ, de la sous unité p85 de la PI3K, de 

Grb2 ainsi que des tyrosines kinases Src, Fyn et Lck (Jenkins et Johnson, 1998 ; Lee et al., 

1998 ; Reynolds et al., 2008 ; Scales et al., 2011). Elle peut également lier le complexe GSK-

3β−protéines 14-3-3 (Agarwal-Mawal et al., 2003 ; Yuan et al., 2004). Ces résultats 

Figure 10 Représentation du transport axonal médié par la kinésine et le complexe 
dynéine/dynactine (www.ulysse.u-bordeau.fr). 
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démontrent qu’en plus de son rôle de protéine d’assemblage du cytosquelette, tau est 

impliquée dans la signalisation cellulaire. 

4.3.3.3. Une protéine nucléaire 

Une localisation nucléaire de la protéine tau neuronale a été observée (Loomis et al., 1990 ; 

Wang et al., 1993). Outre une fonction dans le réarrangement nucléolaire (Sjöberg et al., 

2006), cette translocation du compartiment cytosolique au compartiment nucléaire fait suite à 

un stress cellulaire (stress oxydant). Dans ce contexte, la protéine tau, qui présente alors un 

faible niveau de phosphorylation, se lie à l’ADN et lui assure un rôle de protection. En effet, 

en absence de tau, les lésions à l’ADN induites par un stress cellulaire et pouvant être 

modélisées par un stress hyperthermique sont considérablement augmentées (Sultan et al., 

2011). En se liant à l’ADN, la protéine tau participe donc au maintien de l’intégrité 

génomique. 

4.3.4. Dérégulation des fonctions physiologiques de tau et formation de la DNF 

La concentration cytosolique de la protéine tau est de l’ordre du µM alors que sa solubilité 

maximale est atteinte pour des concentrations 1000 fois plus élevées, ce qui explique le 

caractère fortement soluble de tau dans des conditions physiologiques. Sa nucléation 

progressive vers des espèces de solubilité intermédiaires (oligomériques) puis insolubles 

(PHF) est la conséquence de mécanismes pathologiques ayant pris place dans le cerveau de 

patient atteint de la MA tel que l’hyperphosphorylation et la troncation.  

4.3.4.1. Tau : une protéine hyper- et anormalement phosphorylée 

Les études post-mortem réalisées sur les cerveaux de patients atteints de la MA mettent en 

évidence un niveau de phosphorylation de la protéine tau 3 à 4 fois plus élevé que chez les 

sujets sain. Cela traduit une augmentation du niveau global de phosphorylation de la protéine 

tau et/ou une élévation de la quantité de protéines tau phosphorylées en un épitope particulier 

(Iqbal et al., 1986 ; Köpke et al., 1993 ; Ksiezak-Reding et al., 1992). Cet excès de 

phosphorylation résulte d’un déséquilibre entre l’activité des kinases et phosphatases de tau. 

La réduction de l’activité des phosphatases et notamment de PP2A observée dans la MA, 

contribue en effet à maintenir un niveau élevé de phosphorylation de la protéine tau (Liu et 

al., 2005), potentialisé par une levée d’inhibition de la phosphatase sur les kinases CAMKII 

(Bancher et al., 1991), Erk1/2 (Zhao et al., 2003), CDK5 (Tanaka et al., 1998) ou encore PKA 

(Li et al., 1998). L’hyperphosphorylation de tau au cours de la MA a par ailleurs été observée 
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comme étant un processus séquentiel où la phosphorylation de certains épitopes nécessite au 

préalable des changements conformationnels permis par la phosphorylation d’autres épitopes. 

L’utilisation d’anticorps spécifiquement dirigés contre des épitopes phosphorylés a permis 

l’étude de ces processus. La phosphorylation de Tau par la GSK-3β en Thr231, Ser396 et 

Ser400 nécessite ainsi une pré-phosphorylation en Ser235, et Ser404 rendant de sorte plus 

accessible la protéine tau (Li et Paudel, 2006). De la même manière la formation de l’épitope 

conformationnel AT100, nécessite au préalable une phosphorylation respective des épitopes 

Thr212 et Ser214 par la GSK-3β et la PKA (Zheng-Fischhöfer et al., 1998). Ces mécanismes 

conduisent alors dans le cerveau de patients atteints de la MA à une hyperphosphorylation de 

la protéine tau sur des épitopes potentiellement phosphorylés en condition non pathologique, 

mais également une phosphorylation anormale, telle que révélée par les anticorps AT-100 ou 

AP422, totalement absente chez le sujet sain.  

4.3.4.2. Perte de fonction physiologique 

L’augmentation des espèces phosphorylées de tau va avoir pour conséquence de réduire 

l’affinité de tau aux microtubules (Schneider et al., 1999), ce qui déstabilise alors le réseau 

microtubulaire (Alonso et al., 1996 ; Alonso, 1997 ; Li et al., 2007) et altère le transport 

axonal antérograde et l’intégrité synaptique (Mandelkow et al., 2003 ; Cowan et al., 2010).  Il 

a par ailleurs été observé que l’hyperphosphorylation de tau réduit la protection de l’ADN et 

l’intégrité génomique (Lu et al., 2013). De plus, les interactions entre la protéine tau et les 

domaines SH3 de ses partenaires peuvent être modifiées (Ekinci et Shea, 2000 ; Reynold et 

al., 2008 ; Usardi et al., 2011) et avec elles les voies de transductions en aval. Ces pertes de 

fonction physiologiques peuvent être à l’origine d’un gain de fonction toxique favorisant la 

progression de la MA. En effet, les protéine tau hyperphosphorylées sont délocalisées du 

compartiment axonal vers le compartiment somato-dendritique (Tashiro et al., 1997). Cette 

relocalisation participe, notamment via Fyn, au phénomène d’excitotoxicité NMDA-

dépendante induit par Aβ et donc à la neurodégénérescence (Ittner et al., 2010, Roberson et 

al., 2011 ; Boehm, 2013).  

4.3.4.3. Formation des agrégats de tau et gain de fonction toxique 

L’élévation des niveaux de phosphorylation va induire des changements conformationnels de 

la protéine tau à l’origine de sa nucléation vers des formes agrégées. L’analyse des structures 

PHF a en effet principalement identifiée des espèces phosphorylées de la protéine tau 

(Grundke-Iqbal et al., 1986 ; Iqbal et al., 1986). En outre, la déphosphorylation de tau par 
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PP2A induit une dissociation de ces PHF (Wang et al., 1995 ; Wang et al., 1996), suggérant 

alors la phosphorylation comme prérequis à l’agrégation (Mondragón-Rodriguez et al., 2013). 

Les formes hyperphosphorylées de tau, détachées des microtubules, semblent de plus induire 

le recrutement de protéines tau normales pour former des agrégats (Alonso et al., 1996). 

 Il existe également dans le contexte de la MA un déséquilibre entre la formation des 

fragments protéolytiques de tau par les caspases/calpaïnes et leur clairance, conduisant alors à 

l’accumulation de formes tronquées (pour revue : Chesser et al., 2013). Ces espèces ont une 

tendance à s’oligomériser entre eux, et participent alors à la formation des formes agrégées de 

tau (de Calignon et al., 2010). En outre des fragments solubles toxiques sont générés et 

contribuent à la dégénérescence neuronale (Reinecke et al., 2011), ainsi qu’à la mise en place 

d’une réponse neuro-inflammatoire (Zilka et al., 2009).  

 La corrélation existante entre la DNF et la sévérité des déficits cognitifs a longtemps suggéré 

un rôle pro-toxique des formes agrégées de tau (pour revue Gendron et Petrucelli, 2009), or il 

semble aujourd’hui que ces espèces constituent plutôt un réservoir de protéines tau à la 

toxicité modérée (Morsch et al., 1999 ; Andorfer et al., 2005 ; Spires et al., 2006), et que les 

espèces oligomériques de tau, plus solubles, soient à l’origine des effets toxiques de tau dans 

la MA (SantaCruz et al., 2005 ; Le Corre et al., 2006, Ward et al., 2012), ce qui contribue à la 

perte progressive de l’intégrité synaptique et de la dégénérescence neuronale.  

4.3.4.4. Propagation de la DNF 

La formation de la DNF s’effectue de manière progressive et stéréotypée au cours de la MA, 

ce qui suggère l’existence de transfert inter-neuronal d’agrégats de protéines tau permettant la 

propagation de la lésion au sein du cerveau. En effet, l’injection intra-hippocampique 

d’oligomères de tau isolés à partir de cerveaux de patients atteints de la MA chez des souris 

wt, induit 11 mois plus tard la présence d’agrégats de tau dans la région injectée mais 

également dans les régions voisines (hypothalamus, cortex), mettant ainsi en évidence une 

propagation de la pathologie tau (Lasagna-Reeves et al., 2012). Cette propagation semble 

suivre des voies neuro-anatomiques puisque l’injection de fibrilles synthétiques de tau dans 

l’hippocampe conduit à l’apparition d’agrégats dans le cortex entorhinal. De même des 

agrégats de tau sont formés dans la substance noire, le corps calleux et le thalamus  à la suite 

d’une injection striatale (Iba et al., 2013). Enfin, le modèle murin P301L exprimant 

uniquement la protéine tau humaine mutée dans le cortex entorhinal, forme initialement des 

agrégats dans cette région puis dans le gyrus denté, l’hippocampe et le cortex cingulaire (de 
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Calignon et al., 2012). Ces résultats semblent donc mettre en évidence une transmission des 

espèces agrégées de tau selon un mécanisme « cell-to-cell » (Clavaguera et al., 2013), en 

suivant des voies neuro-anatomiques à l’origine de la propagation de la DNF au cours de la 

MA.  

Les modalités de propagation des oligomères de tau ne sont actuellement pas formellement 

établies. Des structures en forme de nanotubes comme observées pour le prion (Gousset et al., 

2009), pourraient permettre le transfert direct de ces oligomères d’une cellule à l’autre sans 

passer par le milieu extracellulaire. A l’inverse, ils pourraient être secrétés via un mécanisme 

d’exocytose, comme observé in vitro dans un modèle de neuroblastome humain au travers de 

la formation d’exosomes contenant des espèces phosphorylées de tau (Saman et al., 2012). Ce 

dernier mécanisme, ainsi que le relargage d’oligomères due à la mort neuronale, explique par 

ailleurs la présence d’espèces agrégées de tau phosphorylés dans le milieu extracellulaire 

(Saman et al., 2012 ; Simón et al., 2012), contribuant alors aux effets neurotoxiques de tau et 

à la mise en place d’une réaction neuro-inflammatoire.    
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Chapitre 2 : Présentation générale du système immunitaire 

cérébral et des processus neuro-inflammatoires 

 
 

L’inflammation est une réaction de défense locale mise en place par le système immunitaire 

(SI) à la suite d’une agression portant atteinte à l’intégrité de l’organisme dans l’objectif de 

neutraliser voire réverser les effets délétères produits. Il s’agit d’un mécanisme complexe au 

cours duquel les cellules immunitaires impliquées (macrophages, neutrophiles, lymphocytes) 

communiquent et coordonnent leur action par la libération de différents signaux (cytokines, 

chémokines, complément). Elle peut être déclenchée par l’intrusion d’agents infectieux 

(bactérie / virus), de lésions (traumatisme physique, brulure, irritation chimique) ou encore 

par des dysfonctionnement du SI (maladie auto-immune, allergies). L’inflammation se 

termine alors lorsque le facteur initiateur de cette réponse infectieuse a été complétement 

éliminé. Dans le cas de maladies auto-immunes ou neuro-dégénératives, l’inflammation 

persiste pour devenir chronique et inappropriée, ce qui peut induire des lésions dans les tissus 

sains. Dans le cas des maladies neuro-dégénératives, dont la MA fait partie, l’inflammation 

peut être déclenchée par la présence d’agrégats protéiques extracellulaires, l’accumulation 

anormale de constituants cellulaires modifiés ou encore la libération de molécules 

immunogéniques par les neurones en souffrance (Wyss-Coray et Mucke, 2002). La mise en 

place d’une réponse inflammatoire dans le cerveau fait principalement intervenir les cellules 

microgliales, qui sont les cellules phagocytaires résidentes du cerveau, même si neurones et 

astrocytes sont également impliqués et modulent cette réponse. Les lymphocytes et 

monocytes circulants issus de la périphérie peuvent par ailleurs infiltrer le cerveau par 

chimiotactisme dans certaines situations neuropathologiques et contribuer alors à la réponse 

neuro-inflammatoire (Rezai-Zadeh et al., 2009). Cette réponse va alors moduler la 

physiopathologie, mais compte tenu des actions pléiotropes des facteurs impliqués, il en 

résulte à la fois des effets neuroprotecteurs mais également des effets plus délétères. 

1. Aperçu du système neuro-immunitaire : implication de la microglie 

1.1. Origine des cellules microgliales 

Bien qu’il y ait consensus sur l’origine myéloïde de la microglie, à l’inverse des neurones, 

astrocytes et oligodendrocytes qui eux sont issus du neurectoderme, la nature exacte des 

progéniteurs microgliaux est toujours controversée. Deux origines distinctes ont néanmoins 
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été mises en évidence : les macrophages du sac vitellin (lieu d’hématopoïèse), qui vont migrer 

et envahir le cerveau durant le développement fœtale, puis plus tardivement les monocytes de 

la moelle osseuse qui vont coloniser le cerveau au cours de la période périnatale (Figure 11) 

(pour revue : Ginhoux et al., 2013).  

 

 

Il existe une certaine hétérogénéité dans la distribution des cellules microgliales. Estimées à 

environ 3,5.106 cellules chez le cerveau de souris adulte, la proportion de cellules microgliales 

varie de 5% dans le cortex à 12% dans la substance noire. La morphologie de ces cellules 

varie également en fonction de leur localisation ce qui suggère des différences fonctionnelles 

(Lawson et al., 1990). L’augmentation du nombre de cellules microgliales, également appelée 

microgliose réactionnelle, est un processus qui se retrouve dans toutes les situations 

neuropathologiques et qui reflète une activation microgliale (Glass et al., 2010). Savoir si 

Figure 11 Origine des cellules microgliales. Les macrophages primitifs quittent le sac 
vitellin pour coloniser le neuro-épithélium à E9.5, s’étendent dans l’ensemble du cerveau 
en développement, puis prolifèrent localement durant la période périnatale pour former la 
microglie résidente du cerveau adulte. La formation de la BHE à E13.5 empêche la 
contribution des monocytes issus de l’hématopoïèse hépatique à la formation de cette 
microglie. A l’inverse, les monocytes issus de la moelle osseuse y participent dans des 
proportions limitées durant les premiers stades du développement post-natal. De même, la 
réponse neuro-inflammatoire chez le sujet adulte peut, dans certaines situations 
pathologiques, mettre en jeu des monocytes circulants qui acquerront un phénotype de 
cellule microgliale à forte activité phagocytaire (extrait de Ginhoux et al., 2013).  
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cette augmentation résulte d’une prolifération de cellules microgliales résidentes ou provient 

d’une infiltration monocytaire est une question à laquelle il est difficile de répondre. 

L’utilisation de modèles murins chimériques (moelle osseuse irradiée, marquée et 

transplantée afin de distinguer les monocytes infiltrés de la microglie résidente) a montré une 

infiltration monocytaire suite à des lésions cérébrales (Mildner et al., 2007). Néanmoins, ces 

modèles introduisent un biais dans l’étude de l’infiltration compte tenu de la rupture de la 

BHE induite par l’irradiation (Diserbo et al., 2002 ; Li et al., 2004 ; Ransohoff, 2007). Des 

modèles de parabioses, dits plus physiologiques, ont quant à eux souligné l’absence 

d’infiltration monocytaire consécutive à une dénervation ou suite à une dégénérescence 

neuronale (Ajami et al., 2007). Bien que dans la plupart des situations neuropathologiques, la 

microgliose réactionnelle soit dû à la prolifération des cellules microgliales résidentes, il a 

toutefois été montré qu’une origine monocytaire peut en être partiellement la cause, 

notamment dans la sclérose en plaque, où la BHE est fragilisée (Ajami et al., 2011).   

1.2. Fonction de la microglie dans le cerveau sain  

1.2.1. Elimination des synapses extra-numéraires au cours du développement post-

natal  

A la naissance, la circuiterie neuronale du système nerveux central est complétement 

déstructurée de par le trop grand nombre de synapses présentes. Les premières semaines du 

développement post-natal se traduisent alors par une élimination massive des synapses 

surnuméraires et du maintien et renforcement de certaines synapses qui seront présentes dans 

le cerveau mature. L’utilisation de souris déficientes pour le récepteur CX3CR1, uniquement 

retrouvé sur les cellules microgliales et qui a pour ligand la fractalkine (CX3CL1), une 

chémokine libérée par les neurones (Harrison et al., 1998), a mis en évidence une 

participation de la microglie dans cette purge. (Paolicelli et al., 2011).  Un des mécanismes 

moléculaires sous-jacents les plus étudiés est la voie classique du complément. Les molécules 

C3b taguent les synapses à éliminer, la microglie, qui exprime son récepteur CR3, va alors 

éliminer ces synapses par phagocytose (pour revue van Lookeren Campagne et al., 2007). Ce 

mécanisme a notamment été observé dans le développement post-natal du système rétino-

géticulé (Stevens et al., 2007). Parce que seulement 50% des synapses surnuméraires sont 

éliminées dans ce système chez les souris C3 et CR3 KO, d’autres mécanismes moléculaires 

semblent être impliqués (Schafer et Stevens, 2010 ; Schafer et al., 2012 ).  

1.2.2. Phagocytose des corps apoptotiques 
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La microglie est le composant majeur du système immunitaire inné dans le cerveau au même 

titre que les macrophages dans le système périphérique. Un des rôles clés de la microglie dans 

le cerveau adulte consiste à phagocyter les débris apoptotiques (pour revue : Neumann et al., 

2009), ce qui prévient la libération de cytokines pro-inflammatoires induit par ces derniers 

(Magnus et al., 2001), et donc les phénomènes d’excitotoxicité neuronale qui en résultent 

(Pickering et al., 2005 ; Simões et al., 2012). Les signaux extracellulaires et récepteurs mis en 

jeu dans la phagocytose et la clairance des cellules apoptotiques sont très variés et détaillés 

dans la revue de Napoli et Neumann, 2009. Par ailleurs, il a été observé qu’en présence de 

cytokines pro-inflammatoires, des prostaglandines sont produites et réduisent 

considérablement le potentiel de phagocytose des cellules microgliales (Koenigsknecht-

Talboo et Landreth, 2005). Dans le contexte des maladies neurodégénératives, la clairance des 

agrégats extracellulaire est alors limitée, ce qui peut contribuer à leur accumulation.  

1.2.3. Plasticité synaptique  

En dehors de la phagocytose, la microglie participe au phénomène de plasticité synaptique. Il 

a en effet été montré que dans des conditions normales, les cellules microgliales peuvent 

augmenter les courants entrants excitateurs NMDA-dépendants en libérant de la glycine, un 

co-activateur des récepteurs NMDA (Hayashi et al., 2006). La communication neurone-

microglie par les molécules fractalkine/CD200 et leur récepteur microglial respectif CX3CR1 

et CD200R (Figure 13) est impliquée dans le maintien de la microglie à un état quiescent 

(Hoek et al., 2000 ; Cardona et al., 2006). L’altération de cette signalisation est impliquée 

dans l’activation microgliale, ce qui peut moduler la plasticité synaptique. En effet, les souris 

déficientes pour CD200 et CX3CR1 présentent toutes deux des altérations de la LTP dans la 

CA1 de l’hippocampe et une augmentation de l’activité microgliale, qui sont dans le dernier 

cas associés à des troubles cognitifs (Costello et al., 2011 ; Rogers et al., 2011). Par ailleurs, 

la microglie est capable de moduler la force synaptique afin de maintenir un niveau de 

décharge constant. Ce phénomène, appelé « synapse scaling » (pour revue Turrigiano et al., 

2008), fait notamment intervenir le TNFα, une cytokine pro-inflammatoire (Stellwagen et 

Malenka, 2006). Enfin la microglie, de concert avec les astrocytes, peut moduler la 

transmission glutamatergique par un mécanisme ATP/P2Y1/mGluR5 dépendant (Pascual et 

al., 2012). De la même manière l’ATP peut stimuler la libération microgliale de BDNF, 

activer les récepteurs TrkB neuronaux ce qui induit une inversion des courants anioniques 

GABAergiques. Ce dernier mécanisme a néanmoins été observé uniquement en situation 

d’allodynie  (Coull et al., 2005).  
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1.2.4. Echantillonnage de l’environnement 

La microscopie bi-photonique permet d’observer les cellules microgliales dans leur 

environnement. A l’état quiescent, ces cellules sont fortement ramifiées avec un soma quasi-

immobile (1-2µm/h) et des prolongements cytoplasmiques qui s’étendent et se rétractent de 

manière dynamique (1,47µm / min). A l’extrémité de ces filaments peuvent être identifiées 

des terminaisons bulbeuses, qui permettent de collecter et « scanner » de manière rapide 

l’environnement proximal par pinocytose (Nimmerjahn et al., 2005). De cette manière, 

l’intégralité du parenchyme cérébral est balayée en quelques heures (Figure 12).  

                               

Les neurotransmetteurs présents dans le milieu extracellulaire peuvent être détectés par la 

microglie et la maintenir dans un état quiescent, signe que l’activité neuronale est normale 

(Lee, 2013). A l’inverse, la détection de facteurs solubles anormalement présents (structure 

bactérienne, virale, fongique) ou présents à des concentrations trop élevées 

(immunoglobulines, complément, agrégats) s’effectue par différents récepteurs membranaires 

tels que ceux appartenant à la famille des TLR (Toll like receptor) (Okun et al., 2009), ce qui 

transforme alors la microglie d’un état de surveillance à un état activé, communément appelé 

activation microgliale (Kierdorf et Prinz, 2013). De la même manière, la rupture des signaux 

fractalkine/CX3CR1 – CD200/CD200R, ou encore une altération de l’activité neuronale 

(Pocock et Kettenmann, 2007 ; Lee et al., 2013), tout deux témoins d’une rupture de 

l’intégrité neuronale, vont induire une augmentation du niveau d’alerte et d’activation de la 

Figure 12 Morphologie microgliale chez le sujet sain. Les cellules microgliales sont des 
cellules extrêmement ramifiées à l’état quiescent. Elles échantillonnent leur 
environnement proximal grâce aux terminaisons bulbeuses localisées à l’extrémité de 
leurs prolongements cytoplasmiques. La détection de molécules antigéniques ou 
d’agrégats protéiques peut entraîner une activation de ces cellules, leur donnant de fait 
un structure beaucoup moins étalée (extrait de Tremblay et al., 2011) 
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microglie (Figure 13).  Il a ainsi été observé qu’en présence de dommages cérébraux, les 

cellules microgliales proximales puis distales vont très rapidement migrer par chimiotactisme 

vers la lésion et prendre une morphologie de type amiboïde (Nimmerjahn et al., 2005). 

                                                 

 

2. Les différentes composantes cellulaires de la neuro-inflammation   

La neuro-inflammation est un concept émergent apparu depuis une quinzaine d’années et qui, 

même s’il est souvent employé de manière abusive, se réfère aux réactions inflammatoires 

mises en jeu par les cellules de l’immunité innée du cerveau (microglie) mais également par 

les cellules circulantes périphériques infiltrées (lymphocytes, monocytes) (pour une définition 

plus exhaustive : Graeber et al., 2011).  

2.1. Activation microgliale 

Une rupture de l’homéostasie cérébrale comme observée durant les maladies 

neurodégénératives, entraîne rapidement une activation microgliale médiée par les TLR 

CD200L&

CX3CL1&

Neurotransme4eurs&

CD200R&

CX3CR1&
Neurone&

Cellules&microgliales&
maintenues&quiescentes&

Figure 13 Différents signaux neuronaux associés au maintien de la microglie dans un 
état quiescent. CD200L et CX3CL1 (fractalkine) sont constamment libérés par les 
neurones et se lient respectivement aux récepteurs microgliaux CD200 et CX3CR1 afin de 
restreindre son état d’activation. Par ailleurs, l’activation des récepteurs cholinergiques, 
adrénergiques et GABAergiques localisés à la surface des cellules microgliales semble 
également être associée à une réduction de la réponse neuro-inflammatoire par ces 
cellules. Le glutamate possède quant à lui à la fois des effets pro et anti-inflammatoires. 
Une rupture dans ces différents signaux entraine une levée d’inhibition et le passage de la 
microglie d’un état de surveillance à un état d’activation.  (Lee et al., 2013) 
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(Rivest, 2009), et qui se caractérise par une réponse contextuelle, extrêmement pléiotrope et 

versatile car de nature neuro-protectrice et/ou délétère (pour revue Hanisch et Kettenmann, 

2007). Dans ce contexte est observée une microgliose réactionnelle associée à une sécrétion 

d’IL1β et de TNFα, 2 cytokines pro-inflammatoires impliquées dans les processus de 

neurotoxicité et de mort neuronale. En effet, elles peuvent induire l’apoptose par des 

mécanismes caspase 3 dépendants (Allan et Rothwell, 2001), faciliter la production et/ou la 

réponse glutamatergique et donc les phénomènes d’excitotoxicité associés (Simões et al., 

2012 ; Ye et al., 2013) ou encore réduire les signaux de survie neuronale (Venters et al., 

1999). Les effets neurotoxiques de l’activation microgliale passent également par une 

augmentation de l’activité de iNOS, COX-2 et de la NADPH oxydase, ce qui promeut la 

libération d’espèces réactives de l’oxygène et donc les dommages neuronaux (Bal Price et 

Brown, 2001 ; Katsuki et al., 2006 ; Block, 2008 ; Jiang et al., 2011). La réponse microgliale 

peut néanmoins, sous certaines conditions, être neuroprotectrice. En effet, la sécrétion d’IL-4 

ou de faibles quantité d’IFNγ par la microglie activée peut induire la neurogenèse et 

l’oligodendrogenèse via l’IGF-1 (Butovsky et al., 2006). Par ailleurs, la microglie peut 

éliminer les synapses ou dendrites altérées par phagocytose, ce qui fait également intervenir 

les molécules de CMH de type I (Thams et al., 2008). Ces réponses sont nécessaires en 

présence d’une mort neuronale intense car elles permettent de faire de l’espace et de former 

de nouvelles connexions neuronales réduisant alors les conséquences délétères de la lésion.  

2.2. Activation astrocytaire 

Les astrocytes, cellules de soutien des neurones, sont les principales cellules gliales du 

cerveau et participent à plusieurs systèmes homéostasiés. Ils modulent notamment la 

sécrétion/recapture de transmetteurs et par ce biais l’activité neuronale et la coordination d’un 

réseau synaptique, régulent le pH extracellulaire, le métabolisme énergétique et ionique, et 

composent la BHE. De plus, à la suite d’une lésion neuronale, les astrocytes sont les 

principaux constituants de la cicatrice gliale (Sofroniew et Vinters, 2010). Un 

dysfonctionnement de ces cellules peut donc avoir des conséquences délétères pour le SNC.  

Les astrocytes ne sont pas à l’origine de la réponse neuro-inflammatoire mais font suite à 

l’activation microgliale. En effet, ils sont incapables de répondre au LPS (lipopolysaccharide) 

alors que l’IL1β,  précocement produite par la microglie, peut induire une astrogliose et 

l’expression de la GFAP, un marqueur d’astrocyte activé (Lee et al., 1993 ; Herx et al., 2001 ; 

John et al., 2004). De plus, dans différents modèles de neurodégénérescence, la cinétique de 
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l’activation astrocytaire est décalée par rapport à celle de la microglie (McCann et al., 1996, 

Colburn et al., 1997). Une fois activés, les astrocytes peuvent donner naissance à une vague 

calcique qui se propagera le long du réseau astrocytaire et permettra d’activer les cellules 

microgliales plus éloignées (Liu et al., 2011). Par ailleurs, ils peuvent moduler l’activité 

microgliale via la libération de TGFβ et réduire les effets neurotoxiques (Ramiréz et al., 

2005). Enfin, ils participent au phénomène de réparation cellulaire en libérant des facteurs 

neurotrophiques (CNTF, IGF-1), sous l’effet de l’IL1β microglial (Herx et al., 2000 ; Mason 

et al., 2001).  

2.3. Infiltration lymphocytaire et sécrétion chémokinique 

2.3.1. Présentation des chémokines 

Les chémokines, classe de molécule 

appartenant la grande famille des 

cytokines, comprennent environ 50 

membres, sont réparties en sous 

catégorie CC, CXC, CX3C et C sous la 

base de leur structure, et réalisent leur 

action par voie autocrine/paracrine en 

se liant à des récepteurs couplés aux 

protéines G (Charo et Ransohoff, 

2006). Chaque chémokine peut se lier à 

plusieurs récepteurs et un même 

récepteur peut lier différentes 

chémokines, ce qui rend ce système 

extrêmement complexe et est à 

l’origine de la diversité d’action de ces 

molécules (Figure 14).  

Les chémokines sont impliquées dans 

toutes les situations neuropathologiques 

présentant une composante 

inflammatoire et leur libération peut 

être tant microgliale qu’astrocytaire et 

neuronale (Gourmala et al., 1997 ; Biber et al., 2008). Elles peuvent moduler la 

Figure 14 Récepteurs des chémokines et leur 
ligand (Proudfoot, 2002). 
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neurotransmission, être impliquées dans les phénomènes de réparation tissulaire et autres 

systèmes homéostasiés (pour revues : Cardona et al., 2008 ; Rostène et al., 2011) mais sont 

davantage étudiées pour leurs effets chémo-attracteurs. Il a ainsi été montré qu’à la suite 

d’une lésion, les chémokines CXCL10, CCL2, CCL21 ou encore la fractalkine sont 

surexprimées et libérées par les neurones en souffrance, ce qui permet de recruter les cellules 

microgliales environnantes et faciliter la réparation tissulaire (Chapman et al., 2000 ; Che et 

al., 2001 ; Rappert et al., 2004, de Jong et al., 2005). Par ailleurs, les chémokines peuvent 

promouvoir l’infiltration de leucocytes circulants, ce qui est facilité par leur capacité à 

pouvoir altérer l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique (BHE) via la surexpression de 

métalloprotéases dans certaines conditions (Sellebjerg et Sørensen, 2003). De la même  

manière, il a été montré que les chémokines CCL5 et CXCL12 ainsi que les cytokines IL1β et 

le TNFα peuvent induire l’expression endothéliale des molécules d’adhésion ICAM-1 et 

VCAM-1, ce qui permet la diapédèse de monocytes et/ou de lymphocytes à travers la BHE 

(Cruz-Orengo et al., 2011 ; Lai et al., 2012).   

2.3.2. Aperçu du rôle physiologique exercé par les lymphocytes au niveau central 

La BHE est une unité neuro-vasculaire constituée de cellules endothéliales (reliées par des 

jonctions serrées), d’astrocytes, de péricytes, de neurones et d’une matrice extracellulaire 

(Hawkins et Davis, 2005), et qui restreint l’accès des cellules immunitaires périphériques au 

cerveau. Il existe néanmoins des régions du cerveau qui en sont dépourvue - organes 

circumventriculaires (organe subfornical, organe vasculaire de la lame terminale, l’éminence 

médiane et aera postrema), les plexus chroïdes et les leptoméninges (arachnoïdes et pie-mère) 

- et qui constituent des voies de passage privilégiées (Wilson et al., 2010). Dans des 

conditions physiologiques, les lymphocytes retrouvés dans le LCR sont essentiellement des 

lymphocytes T mémoire CD4+ qui ont traversé le plexus choroïde, et l’espace arachnoïde par 

des mécanismes sélectine P-dépendants (Carrithers et al., 2000). Ces cellules demeurent à la 

frontière du parenchyme cérébral et ne s’infiltrent pas. Cette localisation leur assure alors une 

fonction d’immuno-surveillance du cerveau (pour revue : Engelhardt et Ransohoff, 2005).    

Par ailleurs, les altérations de mémoires spatiales observées chez les souris SCID (Severe 

combined immunodeficiency), un modèle murin transgénique présentant un système 

immunitaire adaptatif non fonctionnel, ont mis en évidence une participation des lymphocytes 

aux processus mnésiques (Kipnis et al., 2004 ; Brynskikh et al., 2008). Les mêmes 

observations ont été faites après un traitement au FTY720 (un composé qui piège les 
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lymphocytes dans les organes lymphoïdes) ou après injection d’anticorps dirigés contre 

l’intégrine VLA-4, réduisant de fait le nombre de lymphocytes dans les méninges. Les 

mécanismes sous-jacents à cette fonction pro-cognitive médiée par les lymphocytes ne sont 

pas totalement élucidés mais un rôle de la cytokine IL-4 a été observé (Derecki et al., 2010 ; 

Derecki et al., 2011 et pour revue Kipnis et al., 2012).  

2.3.3. Infiltration lymphocytaire 

Dans des conditions pathologiques, une infiltration lymphocytaire dans le parenchyme 

cérébral a été observé, notamment dans des modèles de sclérose en plaque (EAE) (Fletcher et 

al., 2010). La diapédèse de ces lymphocytes activés met alors en jeu une surexpression des 

molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 qui pourront respectivement s’associer aux 

intégrines LFA-1 et VLA-4 lymphocytaires surexprimées elles aussi (Figure 15 et pour 

revue : Engelhardt et Ransohoff, 2005 ; Wilson et al., 2010). De même la surexpression des 

chémokines et de leurs récepteurs va être impliquée. Il a par exemple été montré que CCL5, 

en agissant sur les récepteurs CCR5 lymphocytaires, facilite leur migration à travers un 

modèle de barrière in-vitro (Ubogu et al., 2006). De même, la surexpression lymphocytaire de 

CCL3 permet la migration de ces cellules à travers le cerveau de patients atteints de la MA en 

agissant sur les récepteurs CCR5 endothéliaux (Man et al., 2007). Les fonctions et 

conséquences de cette infiltration lymphocytaire sur la physiopathologie restent à ce jour mal 

connues et dépendent du contexte physiopathologique. Dans un modèle murin de maladie de 

Parkinson (MPTP), il a néanmoins été observé une réduction de la mort des neurones 

dopaminergiques après injection de MPTP dans des lignées déficientes en lymphocytes T 

matures (TCRβ-/- et Rag-/-). L’injection de MPTP facilitant l’extravasation des lymphocytes, 

ces résultats mettent en exergue des conséquences délétères de l’infiltration lymphocytaire 

cérébrale (Brochard et al., 2009).   
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Figure 15 Mécanisme potentiel de diapédèse lymphocytaire à travers la BHE. Engagement 
des TLR dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL1β), par la microglie et 
les astrocytes (1) ; ces cytokines vont promouvoir la libération de chémokines (cercle violet) 
et l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules endothéliales (Sélectine E,P) 
(cercle vert) (2). L’élévation locale des niveaux de chémokines et leur libération à travers la 
BHE (3), attire les lymphocytes circulants qui expriment leur récepteur. Ces derniers se fixent 
alors faiblement sur l’endothélium par interaction faible avec les sélectines (4). Le flux 
lymphocytaire est alors ralenti (rolling) avant d’être complétement stoppé dû à la fixation des 
intégrines lymphocytaires LFA-1 / VLA-4 sur les immunoglobulines ICAM-1 et V-CAM de la 
paroi endothéliale, toutes surexprimées dans ces conditions (5). Les lymphocytes migrent 
alors au travers de la paroi endothéliale (6) et se retrouvent dans le parenchyme cérébral sur 
le site de production de chémokines (chimiotactisme) afin d’éliminer l’agent initiateur de 
cette réponse (Ubogu et al ; 2006).  
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Chapitre 3 : Aspects neuro-inflammatoires de la maladie 

d’Alzheimer 

 

La MA est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par la présence conjointe de 

plaques neuritiques extracellulaires, composées majoritairement d’agrégats d’Aβ, et d’une 

dégénérescence neuro-fibrillaire (DNF), constituée d’une accumulation intra-neuronale de 

protéines Tau hyper- et anormalement phosphorylées. Parallèlement à ces deux lésions, il 

existe une composante inflammatoire de la MA comme en témoigne l’accumulation 

d’astrocytes et de cellules microgliales activées autour des plaques neuritiques (Serrano-Pozo 

et al., 2013) ou encore l’augmentation des niveaux de cytokines et chémokines dans le LCR et 

le parenchyme cérébral des patients (Ojala et al., 2009 ; Corrêa et al., 2011). L’hypothèse de 

la cascade amyloïde suggère que l’oligomérisation du peptide Aβ  puis sa fibrillation en 

plaque est un événement précurseur de la MA qui est à l’origine de l’hyperphosphorylation de 

Tau et de sa nucléation ainsi que de l’activation microgliale et des processus neuro-

inflammatoires. Un dysfonctionnement progressif de l’activité neuronale allant jusqu’à leur 

mort associé à des déficits cognitifs survient ensuite (Hardy et Higgins, 1992). Cette 

hypothèse est aujourd’hui remise en question compte tenu notamment de l’absence de 

corrélation existant entre la présence des plaques neuritiques et les troubles comportementaux 

ou encore le faible bénéfice cognitif observé sur des essais cliniques centrés sur Aβ (Karran et 

al., 2011). En ce sens, d’événement secondaire, la neuro-inflammation pourrait très bien être 

un événement contributeur voire précurseur comme observés dans certains modèles 

expérimentaux de tauopathie (Yoshiyama et al., 2007). Les conséquences de cette neuro-

inflammation sur la physiopathologie de la MA sont également assez controversées. En effet, 

elle serait neuroprotectrice dans un premier temps dû à la clairance des dépôts amyloïdes par 

la microglie et les astrocytes (Wyss-Coray et al., 2003 ; Mandrekar et al., 2009). Néanmoins, 

l’implication de cytokines pro-inflammatoires dans la neurodégénérescence, la réduction de la 

clairance des plaques Aβ et l’hyperphosphorylation de Tau lui donne également un rôle plus 

délétère (Wyss-Coray et Mucke, 2002 ; Li et al., 2003). Enfin la composante cellulaire de la 

neuro-inflammation, l’existence d’une infiltration lymphocytaire et ses conséquences 

physiopathologiques sont autant d’aspects qui restent partiellement indéterminés dans le cadre 

de la MA. De même, bien que les liens entre Aβ et inflammation soient plutôt bien décrits, les 
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relations avec la composante Tau de la MA demeurent à ce jour mal connues et assez peu 

étudiés.   

1. Les médiateurs cellulaires de la réponse neuro-inflammatoire dans la MA 

1.1. La microglie  

1.1.1. Mise en évidence d’une augmentation de l’activité microgliale 

L’utilisation en tomographie par émission de positon (TEP) du PK-11195, un marqueur 

d’imagerie qui se lie aux récepteurs aux benzodiazépines (Venetti et al., 2009), permet de 

visualiser in vivo l’activité microgliale. En association avec le PIB qui est un marqueur d’Aβ 

(Lockhart et al., 2007), il a été mis en évidence une augmentation de l’activité microgliale 

dans le cortex frontal, temporal, pariétal et occipital des patients atteints de la MA 

conjointement à une élévation de la charge amyloïde dans ces mêmes régions (Edison et al., 

2008 ; Yokokura et al., 2011). De manière intéressante, dans le modèle de souris transgénique 

APP-PS1, la quantité de microglie activée augmente avec l’âge et donc se corrèle avec la 

progression de la pathologie amyloïde (Venetti et al., 2009). De plus, il a été observé une 

corrélation inverse entre l’augmentation de l’activité microgliale corticale et le score des 

patients au MMSE alors même qu’aucune association entre MMSE et charge amyloïde 

n’existe (Edisson et al., 2008), ce qui suggère une participation de l’activité microgliale dans 

les dommages neuronaux (Edison et al., 2008). Par ailleurs, l’augmentation de l’activité 

microgliale chez certains patients MCI tend à démontrer qu’elle pourrait être un événement 

précoce de la MA (Okello et al., 2009).  

1.1.2. Implication dans la clairance du peptide amyloïde 

Les cellules microgliales expriment à leur surface pléthore de récepteurs susceptibles de se 

lier au peptide Aβ, et pouvant participer à la clairance des formes solubles et agrégées du 

peptide par phagocytose. La présence et la formation continue de dépôts amyloïdes centraux 

laisse alors penser à une incapacité de la microglie a éliminer ces derniers, ce qui pourrait 

s’expliquer par une altération de son potentiel de phagocytose.  

1.1.2.1. Récepteurs microgliaux au peptide amyloïde 

Les Toll-like receptors (TLR), exprimés à la surface des cellules gliales et neuronales, sont les 

principaux récepteurs impliqués dans la mise en place d’une réponse immunitaire innée 

(Kawai et al., 2007). Une colocalisation de TLR4 et des plaques Aβ dans le cortex entorhinal 

des patients atteints de la MA a été observé, ainsi qu’un rôle de TLR4, en association avec 
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CD14 et MD-2 dans l’activation microgliale induite par Aβ. (Walter et al., 2007). La 

recapture d’Aβ1−42 oligomérique a été évaluée dans des cultures de cellules microgliales et a 

permis de mettre en évidence une implication de TLR4 mais aussi TLR2, TLR9, le 

corécepteur CD14 et les récepteurs scavengers dans la phagocytose d’Aβ (Tahara et al., 

2006). Par ailleurs, dans le cadre d’une immunothérapie dirigée contre le peptide amyloïde, le 

complexe immun Aβ-anticorps peut être pris en charge par les récepteurs Fc microgliaux et 

ainsi être phagocyté, ce qui participe à la clairance des plaques neuritiques dans ce contexte 

(Bard et al., 2000). Enfin le récepteur microglial CR3, ligand de l’opsonine C3, semble 

également être impliqué dans la phagocytose et la clairance d’Aβ puisque des niveaux plus 

élevés d’Aβ1-42 fibrillaires sont retrouvés chez les souris invalidées pour CR3 et C3 (Fu et 

al., 2012).  

1.1.2.2. Mise en évidence d’un dysfonctionnement de la fonction de phagocytose 

des cellules microgliales  

L’injection intra-hippocampique de LPS, un polysaccharide antigénique bactérien utilisé pour 

initier une neuro-inflammation via les récepteurs TLR2/4 microgliaux, a mis en évidence une 

réduction de la charge amyloïde sans effet sur les plaques neuritiques dans des modèles APP 

et APP-PS1. (Dicarlo et al., 2001 ; Herber et al., 2004). Ces résultats témoignent d’une 

inefficacité de la microglie à éliminer les espèces insolubles d’Aβ. En effet, chez les souris 

APP23 âgées de 18 à 23 mois, un grand nombre de cellules microgliales activées est observé 

dans la vicinité des plaques neuritiques. Toutefois, ces cellules sont incapables de les 

phagocyter alors même qu’elles en ont l’aptitude comme le montre la surexpression de la 

macrosialine (CD68) et des récepteurs Fc, 2 marqueurs impliqués dans le processus de 

phagocytose (Bornemann et al., 2001). A l’inverse de ces études post-mortem, les techniques 

d’imagerie in vivo ont montré la présence d’Aβ dans le compartiment lysosomal des cellules 

microgliales localisées autour des plaques neuritiques, sous-tendant une certaine activité 

phagocytaire (Bolmont et al., 2008). Par ailleurs, cette même étude a révélé qu’en présence de 

ces plaques, les cellules microgliales activées migrent rapidement autour d’elles et les 

encerclent. Une interphase microglie/amyloïde très dynamique se créée, notamment grâce à la 

mobilité très importante des prolongements cytoplasmiques, dans le but de maintenir la taille 

de ces plaques à défaut de les éliminer (Bolmont et al., 2008). La fonction de phagocytose de 

la microglie est donc limitée mais toujours fonctionnelle. En effet, l’utilisation d’agonistes de 

PPARγ (pioglitazone) par exemple est associée in vivo et in vitro à une augmentation de 
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l’expression du récepteur de surface CD36 et de la phagocytose d’Aβ, entrainant de fait une 

réduction de la charge amyloïde et des altérations comportementales (Heneka et al., 2005 ; 

Yamanaka et al., 2012). La réduction de la fonction de phagocytose des cellules microgliales 

peut alors être la conséquence d’une répression de cette fonction, notamment par la libération 

de cytokines pro-inflammatoires produites par cette même microglie (Koenigsknecht-Talboo 

et Landreth, 2005 ; Pan et al., 2011).  

Le rôle de la microglie dans la MA et plus particulièrement vis à vis de la pathologie 

amyloïde est donc complexe et peut être vu comme biphasique (Figure 16) (Mizuno et al., 

2012). Un rôle neuroprotecteur dans un premier temps assuré par sa capacité à phagocyter le 

peptide amyloïde et donc à augmenter la clairance des formes fibrillaires d’Aβ. Dans le même 

temps, l’activation microgliale induite par Aβ va s’accompagner de la libération de cytokines 

pro-inflammatoires qui vont d’une part réprimer l’activité phagocytose de la microglie, et 

d’autre part exercer des effets neurotoxiques sur l’intégrité neuronale et la plasticité 

synaptique. Par ces dernières fonctions, l’activité microgliale présente des effets beaucoup 

plus délétères. L’enjeu des thérapeutiques actuelles est donc de promouvoir les effets 

bénéfiques de la microglie et de sa fonction de phagocytose, sans induire la libération 

excessive de cytokines pro-inflammatoires.  
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1.2. Les astrocytes 

La caractérisation post-mortem des cerveaux de patients atteints de la MA a révélé une 

augmentation de l’expression de S100β, un marqueur d’activation astrocytaire (Van Eldik et 

Griffin, 1994 ; Sheng et al., 1994). Par ailleurs, des études d’imagerie in vivo ont mis en 

évidence, à l’instar de ce qui est observé pour les cellules microgliales, une astrogliose dans le 

cerveau de patients MCI, en association avec Aβ fibrillaire (Carter et al., 2012). Cette 

astrogliose peut survenir avant l’apparition de ces lésions, comme observée dans une étude de 

cohorte (Wharton et al., 2009), faisant alors de l’activation astrogliale un phénomène précoce 
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Figure 16 Rôle biphasique de la microglie dans la MA. La présence d’Aβ sous forme 
fibrillaire augmente l’activité des cellules microgliale. Ces dernières se disposent alors 
autour des plaques et, grâce aux différents récepteurs membranaires (TLR2, TLR4, CR3, 
récepteurs au Fc) peuvent les phagocyter, ce qui participe à leur clairance. La phagocytose 
de ces plaques est de plus facilitée car « taguées » par l’opsonine C3, ligand du récepteur 
CR3 microglial. Cette activation microgliale s’accompagne néanmoins de la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires, amplifiée par la signalisation RAGE/NFκB, et la présence 
des formes oligomériques d’Aβ dites plus toxiques. Il en résulte d’une part une inhibition de 
la phagocytose, notamment dû à PGE2, et d’autre part une mort neuronale, ce qui fait 
davantage participer IL1β, TNFα ou encore les espèces réactives de l’oxygène (ROS).   
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et corrélé au développement de la MA. Des signaux chémo-attractants pouvant être médiés 

par CCL2 ou CXCL10 sont impliqués dans la migration des astrocytes activés vers les 

plaques neuritiques, facilitant ainsi leur clairance (Wyss-Coray et al., 2003, Lai et al., 2013). 

Il a en effet été montré qu’Aβ peut se lier aux astrocytes puis se retrouver dans des vésicules 

cytoplasmiques et être complétement dégradée (Yamaguchi et al., 1998 ; Wyss-Coray et al., 

2003). De plus, une atténuation de l’activité astrocytaire, induit par l’invalidation génétique 

de la GFAP ou la vimentine, est associée à une quantité deux fois plus élevée de plaques 

neuritiques chez les souris APP-PS1 (Kraft et al., 2013). Plusieurs mécanismes moléculaires 

impliqués dans la clairance d’Aβ ont été mis en évidence tels que les récepteurs RAGE, CD36 

et CD47 (Jones et al., 2013), ApoE et les récepteurs LDLr (Koistinaho et al., 2004), IDE (Leal 

et al., 2006) ou encore les métalloprotéases telles que MMP9 (Yan et al., 2006). La réaction 

astrocytaire entraîne un changement dans la fonction des astrocytes et donc une altération de 

leur fonction physiologique. En effet, parallèlement à l’augmentation de l’expression de 

GFAP, une réduction de EAAT-2 est observée et avec elle la recapture du glutamate 

(Simpson et al., 2010). Le niveau d’excitotoxicité s’élève alors, amplifié par la libération de 

glutamate astrocytaire induit par Aβ (Talantova et al., 2013), ce qui contribue au phénomène 

de neurodégénérescence. Les astrocytes activés peuvent par ailleurs surexprimer des 

composants du complexe gamma-secrétase (préseniline-1, nicastrin) en présence d’une neuro-

inflammation comme observée au cours de traumatisme cérébraux (Nadler et al., 2008). 

Enfin, les astrocytes participent à la libération de cytokines pro-inflammatoires, induisant de 

fait une altération de la phagocytose microgliale et des dysfonctionnement neuronaux 

(Koenigsknecht-Talboo et Landreth, 2005 ; Wyss-Coray et Mucke, 2002).  

1.3. Les neurones  

Chez le sujet sain, les neurones libèrent différents signaux afin de maintenir la microglie dans 

un état quiescent et réprimer son activation. Parmi ces facteurs, on retrouve les cytokines 

CD200 et la fractalkine qui exercent leur action en se liant aux récepteurs microgliaux 

CD200R et CX3CR1 (Hoek et al., 2000 ; Cardona et al., 2006). Or il a été observé une 

réduction de l’expression neuronale de CD200 dans les régions du cerveaux affectées par la 

pathologie Alzheimer (Walker et al., 2009). De la même manière, une réduction de la 

fractalkine a été retrouvée dans le cortex et l’hippocampe de souris APP (Tg2576) (Duan et 

al., 2008). La rupture de ces signaux contribuent alors à l’activation microgliale et la mise en 

place d’une réponse neuro-inflammatoire dans le cerveau de patients atteints de la MA.  
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1.4. Les Lymphocytes  

1.4.1. Mise en évidence d’une réponse lymphocytaire 

Dans le cerveau de sujets sains, les lymphocytes sont uniquement retrouvés dans le LCR et 

possèdent un rôle d’immuno-surveillance (Engelhardt et Ransohoff, 2005). A l’inverse, 

plusieurs études ont mis en évidence une infiltration lymphocytaire dans le parenchyme 

cérébral de patients atteints de la MA (Itagaki et al., 1988 ; Rogers et al., 1988, Togo et al., 

2002). De plus, la présence d’Aβ peut induire une activation des lymphocytes T circulants 

(Monsonego et al., 2003 ; Pellicanò et al., 2012). En effet, des anticorps naturels dirigés 

contre les formes toxiques d’Aβ ont été retrouvé dans le plasma et le LCR de patients 

(Britschgi et al., 2009). Ces résultats suggèrent alors une immunogénicité du peptide 

amyloïde et une participation des lymphocytes à la réponse neuro-inflammatoire mise en 

place dans la MA.  

1.4.2. Lymphocytes et clairance du peptide amyloïde  

Une corrélation inverse a été observée entre le nombre d’anticorps associés aux plaques 

amyloïdes et la densité de ces plaques dans le cerveau de patients atteints de la MA (Kellner 

et al., 2009), suggérant un rôle bénéfique des lymphocytes dans la clairance des agrégats 

d’Aβ. En effet, une immunisation active d’Aβ1-42 chez des souris APP-IFNγ, induit une 

infiltration cérébrale de lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans la vicinité des plaques Aβ, 

associée à une augmentation de l’expression de marqueurs de phagocytose (SIRPβ1, 

TREM2), et une baisse de l’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNFα. Une 

élévation de la clairance des plaques est par ailleurs observée (Fisher et al., 2010). La 

présence d’Aβ fibrillaire peut donc initier une réponse microgliale d’une part comme énoncé 

précédemment, les transformer en cellule présentatrice d’antigène (CPA) par une signalisation 

CD40/CD40L (Townsend et al., 2005), ce qui libèrent en retour différents signaux 

cytokiniques permettant l’infiltration de lymphocytes T. Ces lymphocytes participent alors à 

la clairance des plaques neuritiques notamment en augmentant le potentiel de phagocytose des 

cellules microgliales (Fisher et al., 2010). La réponse immunitaire de type adaptative peut en 

outre s’accompagner d’une production d’anticorps dirigés contre les plaques amyloïdes 

facilitant alors la phagocytose par un mécanisme ADCC (Antibody dependent cellular 

phagocytosis).  Ces effets prometteurs des lymphocytes sur la clairance des dépôts ont 

conditionné le développement d’essais cliniques basés sur une immunothérapie anti-Aβ. 

Alors que le premier d’entre eux a essuyé d’importants effets secondaires, notamment la 
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survenue de méningoencéphalites chez 6% des patients nécessitant l’arrêt de l’essai (Gilman 

et al., 2005), d’autres ont mis en évidence une absence de bénéfices cliniques malgré la 

réduction des plaques amyloïdes (Gilman et al., 2005 ; Salloway et al., 2009). Une meilleure 

compréhension des relations complexes existantes entre Aβ et les différentes populations 

lymphocytaires semblent alors nécessaires (pour revue : Wang et al., 2010 ; Dorothée et 

Aucouturier, 2011 ; Monsonego et al., 2013). 

1.4.3. Mécanismes sous-jacents à l’infiltration lymphocytaire dans la MA 

 L’infiltration des lymphocytes au travers de la BHE fait appel à plusieurs signaux. Il a 

notamment été observé dans un modèle de BHE in vitro qu’Aβ peut se lier aux récepteurs 

RAGE et induire l’expression endothéliale de CCR5 par des mécanismes faisant intervenir les 

kinases ERK, PI3K et JNK. Par ailleurs, la surexpression de CCL3, un ligand de CCR5, dans 

les lymphocytes circulants de patients atteints de la MA permet leur diapédèse (Man et al., 

2007 ; Li et al., 2009). De la même manière, il a été montré que la production microgliale de 

TNFα peut induire la surexpression du récepteur CXCR2 chez les lymphocytes et faciliter 

ainsi leur infiltration au travers la BHE (Liu et al., 2010). Enfin, le peptide Aβ peut induire la 

libération de TNFα par les cellules microgliales, favorisant alors l’expression endothéliales de 

molécules de CMH de type 1, ce qui est associé à une augmentation de l’infiltration 

lymphocytaire au travers du cerveau (Yang et al., 2013).  

2. Composante moléculaire et relations physiopathologiques  

La mise en place de processus neuro-inflammatoires dans la MA est une réponse du cerveau 

lui permettant de maintenir une certaine intégrité, ce qui passe notamment par la clairance 

d’Aβ et donc d’une activation précoce de la microglie (El Khoury et al., 2007). Il a été 

observé que cette clairance était limitée dû notamment à la réduction de l’activité de 

phagocytose des cellules microgliales induit par les formes oligomériques d’Aβ (Pan et al., 

2011). Une inflammation chronique s’installe alors compte tenu de l’activation permanente de 

ces cellules. De phagocytes, les cellules microgliales deviennent des cellules sécrétrices de 

médiateurs de l’inflammation (cytokines, chémokines) afin entre autre de recruter de 

nouvelles cellules sur le site, ce qui va néanmoins induire des dommages collatéraux dans les 

tissus sains. Les différents profils d’activation microgliale rendent ainsi compte de la 

complexité du rôle de ces cellules dans la MA et des conséquences tantôt bénéfiques, tantôt 
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délétères de la réponse neuro-inflammatoire vis à vis de la physiopathologie de la MA (Colton 

et al., 2009 ; Mizuno et al., 2012) 

2.1. Cytokines    

Les cytokines, petites protéines solubles libérées par les cellules du système immunitaire, sont 

les médiateurs de l’inflammation et ont des effets extrêmement pléiotropes. Dans la MA, elles 

sont principalement libérées par la microglie et les astrocytes, notamment après leur 

activation par Aβ,  et sont impliquées dans la progression de la pathologie. Une élévation du 

niveau d’ IL1β, IL6, IL10, TNFα et TGFβ a ainsi été retrouvée dans le tissu cérébral et le 

LCR de patients atteints de la MA (Blum-Degen et al., 1995 ; Tarkowski et al., 2002 ; Mrak et 

Griffin, 2005), de même qu’une corrélation entre la production de TNFα, IL1β, IL6, IL12, 

IL1α et la charge amyloïde dans des cultures organotypiques de cerveau de souris APPsw 

(Patel et al., 2005). Par ailleurs, la liaison d’Aβ aux récepteurs microgliaux RAGE, induit 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires IL1β et TNFα en association avec des 

dommages neuronaux, une élévation de la charge amyloïde hippocampique et corticale ainsi 

que des altérations de mémoire spatiale chez des souris APP, lesquelles sont reversées par le 

blocage des récepteurs RAGE (Fang et al., 2010). Ces résultats témoignent d’une contribution 

des cytokines pro-inflammatoires dans les processus neurotoxiques et plus largement dans la 

progression de la MA. En effet, l’IL1β peut induire une altération de la LTP hippocampique 

et une neurotoxicité via p38 MAPK (Simões et al., 2012 ; Tong et al., 2012) ainsi qu’une 

hyperphosphorylation de Tau de par l’activation de p38 MAPK et GSK3β, 2 kinases de Tau 

(Sheng et al., 2000, Li et al., 2003 ; Bhaskar et al., 2010 ; Ghosh et al., 2013). Une 

contribution d’IL1β, du TNFα et d’IFNγ dans l’augmentation de l’activité gamma-secrétase 

et donc de la formation d’Aβ a également été retrouvée (Liao et al., 2004). De même, le 

TNFα et l’IFNγ stimulent l’expression de BACE1 (Yamamoto et al., 2007).  Des effets 

neuroprotecteurs ont toutefois été mis en évidence chez des souris transgéniques qui 

surexpriment IL1β (Matousek et al., 2012 ; Ghosh et al., 2013). En effet, des souris APP chez 

lesquelles une surexpression d’ IL1β est induite pendant 1 ou 5 mois (3-8mois ; 7-8mois ; 7-

12mois ; 11-12mois), présentent une réduction du nombre de plaques amyloïdes dans 

l’hippocampe associée à une baisse des formes insolubles d’Aβ1-40 et Aβ1-42. De la même 

manière il a été montré que la libération de TGFβ promeut la clairance d’Aβ en augmentant 

l’activité microgliale ce qui réduit le nombre de plaques neuritiques dans le parenchyme 

cérébral de souris APP (Wyss-Coray et al., 2002). Le blocage des récepteurs au TGFβ de type 
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2, principalement neuronaux, augmente ainsi la charge amyloïde centrale et la 

neurodégénérescence chez des souris APP (Tesseur et al., 2006), toutefois, une altération de 

la signalisation neuronale au TGFβ a également été associée à une réduction des déficits de 

mémoire spatiale et des dépôts amyloïdes parenchymateux (Town et al., 2008). Ces exemples 

mettent en exergue la complexité des effets biologiques des cytokines et la difficulté 

d’appréhender les conséquences de leur ciblage au cours d’essais thérapeutiques.  

2.2. Chémokines 

Les chémokines sont de petites protéines principalement libérées par la microglie et les 

astrocytes dans le SNC et dont la principale fonction est de promouvoir la migration de 

cellules immunes locales et/ou l’infiltration de cellules immunes circulantes (Cf chapitre 2 

2.3). Malgré le recrutement de nouvelles cellules dans l’environnement des plaques Aβ, il a 

été montré que la surexpression de CCL2 chez les souris APP favorise la genèse de dépôts 

amyloïdes due à une baisse de la clairance associée à une expression de ApoE augmentée 

(Yamamoto et al., 2005). De plus, une corrélation entre les niveaux de CCL2 et de P-Tau a 

été retrouvée dans le LCR de patients atteints de la MA (Corrêa et al., 2011). Enfin, 

l’utilisation de souris CCL3 KO et CCR5 KO chez qui de l’Aβ1-40 est injectée en icv, 

révèlent une implication de la signalisation CCL3/CCR5 dans les altérations de l’intégrité 

synaptique et de mémoire spatiale induit par Aβ (Passos et al., 2009). La réponse 

chémokinique peut donc participer à la progression de la MA bien qu’il lui ait également été 

observée un rôle plus neuroprotecteur. En effet, la signalisation CCL2/CCR2 permet un 

recrutement précoce des cellules microgliales et l’invalidation du récepteur CCR2 chez les 

souris APP induit une mort prématurée de ces souris en raison d’une élévation de la charge 

amyloïde centrale associée à une réduction de l’accumulation de cellules microgliales (El 

Khoury et al., 2007). De même, l’élévation des niveaux de CXCL8 dans le LCR et le 

parenchyme cérébral des patients pourrait réduire les effets neurotoxiques induit par Aβ 

(Galimberti et al., 2003 ; Ashutosh et al., 2011).  

3. Relations bidirectionnelles entre la neuro-inflammation et la pathologie Tau 

3.1. La pathologie Tau induit une réponse neuro-inflammatoire 

Les relations entre la pathologie amyloïde et la mise en place des processus neuro-

inflammatoires ont fait l’objet d’intenses investigations. La présence des dépôts amyloïdes 

extraneuronaux semble ainsi être l’agent initiateur de la réponse neuro-inflammatoire dans la 
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MA, de par notamment sa capacité à activer la microglie. Il a toutefois été observé dans le 

cortex et l’hippocampe de patients souffrants de la tauopathie FTDP-17 (démence 

frontotemporale de type parkinsonien liée au chromosome 17), des cellules microgliales 

activées autour des neurones atteints de DNF, conjointement à une surexpression de COX-2 et 

IL1β (Bellucci et al., 2011), ce qui suggère que la seule pathologie tau possède le potentiel 

nécessaire à la mise en place d’une réponse neuro-inflammatoire. En effet, 

l’hyperphosphorylation de tau induit par la surexpression de la protéine tau humaine (wt ou 

mutée) chez le rat au moyen de vecteurs lentiviraux est accompagnée d’une augmentation de 

l’activité microgliale (Klein et al., 2010 ; Wang et al., 2010b ; Khandelwal et al., 2012). 

L’analyse transcriptomique de ces rats a par ailleurs révélé la surexpression de différents 

marqueurs inflammatoires dont certaines chémokines (Wang et al., 2010b). De plus il a été 

observé que la surexpression d’une forme tronquée de la protéine tau chez le rat, forme 

retrouvée dans la MA et impliquée dans le développement de la DNF (Zilka et al., 2006), peut 

activer la microglie et promouvoir la libération d’IL-1β, IL-6, TNFα et NO (Zilka et al., 

2009 ; Kovac et al., 2011). Enfin, il semblerait que la mise en place de cette réponse neuro-

inflammatoire soit un phénomène précoce comme le démontre l’utilisation des souris P301S. 

En effet dans ce modèle de tauopathie, l’activation microgliale et les altérations de l’intégrité 

synaptique précèdent la formation de la DNF et l’apparition des premiers signes de mort 

neuronale (Yoshiyama et al., 2007), sous-tendant une implication des processus neuro-

inflammatoires dans l’apparition et la progression de la pathologie tau.  

3.2. Les conséquences délétères de l’inflammation sur la pathologie tau 

Afin d’évaluer les conséquences de la réponse neuro-inflammatoire sur la pathologie tau, 

beaucoup d’études se sont intéressées aux effets d’une injection de LPS, qui induit une 

activation microgliale rapide et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Il a ainsi été 

observé une augmentation de la pathologie Tau chez des souris APP/PS1/Tau, un modèle 

transgénique qui développe les deux lésions caractéristiques de la MA à la suite d’une 

injection systémique de LPS (Kitazawa et al., 2005 ; Sy et al., 2011). L’injection intra-

hippocampique de LPS chez les souris transgéniques rTg4510 (modèle de pathologie Tau), a 

par ailleurs révélée une corrélation entre l’activation microgliale hippocampique et corticale, 

et l’augmentation de la phosphorylation de Tau aux épitopes Ser 199/202 et Ser396 (Lee et 

al., 2010). Compte tenu du rôle bénéfique exercé par l’injection intracrânienne de LPS chez 

des souris APP, dû notamment à la promotion de la clairance d’Aβ par la microglie (Herber et 

al., 2004 ; Herber et al., 2007), ces résultats laissent suggèrent des effets opposés de la 
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réponse neuro-inflammatoire sur la pathologie Tau et amyloïde. Les mécanismes moléculaires 

sous-jacents à cette hyperphosphorylation de la protéine Tau impliquent principalement une 

activation de ses kinases. En effet, il a été observé que l’association entre l’augmentation de 

l’activité microgliale (induit par l’invalidation des récepteurs CX3CR1) et de la pathologie 

Tau passe par la libération d’IL1β qui active alors p38 MAPK (Baskhar et al., 2010). D’autres 

kinases peuvent également être impliquées comme ERK, CDK5, ou encore GSK-3β 

(Kitazawa et al., 2011 ; Baroso et al., 2013). Enfin il a été observé in vitro sur des cultures de 

neurones que le TNFα peut promouvoir l’agrégation de la protéine Tau via la libération 

d’espèces réactives de l’oxygène (Gorlovoy et al., 2009). Ces différents processus neuro-

inflammatoires semblent donc participer activement à la progression de la pathologie tau. De 

plus, ils contribuent au développement des altérations cognitives, indépendamment de la 

présence des deux lésions (Jacewicz et al., 2009, Kohman et al., 2013), ce qui en fait une 

caractéristique à part entière de la MA.   
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Chapitre 4 : La Maladie d’Alzheimer : une maladie 

multifactorielle 
 

La diminution de l’indice de fécondité et l’allongement de la durée de vie sont les deux 

phénomènes à l’origine du vieillissement de la population mondiale actuelle, cela se traduit 

par des effectifs de personnes âgées beaucoup plus importants. Il est estimé que le nombre de 

personnes âgées de 65 ans ou plus serait multiplié par 3 en 2050 (pour revue Pisson, 2009). 

Ce vieillissement démographique apporte son lot de défis parmi lesquels une augmentation 

significative du nombre de personnes souffrant de démences, en grande partie causée par la 

MA. En 2010, 35,6 millions de personnes étaient atteintes par la MA, un chiffre supérieur 

d’environ 10% aux prévisions précédentes (Ferri et al, 2005). En absence de traitement 

efficace, ce nombre doublerait tous les 20 ans pour atteindre 65,7 millions en 2030 et 115,4 

millions en 2050 (Alzheimer’s Disease International Consortium, 2009).  

Aujourd’hui, l’étiologie de cette maladie demeure incertaine, toutefois il est clairement établi 

que l’âge constitue le premier facteur de risque de survenue de la maladie : la prévalence en 

Europe occidentale passe en effet de 0,9% entre 60 et 64 ans, à 24,8% après 85 ans (Coria et 

al., 1994 ; Ferri et al., 2005). L’âge n’est cependant pas l’unique paramètre à considérer. En 

effet, l’âge auquel les premières manifestations cliniques de la MA apparaissent et son 

développement sont conditionnés par la présence conjointes de facteurs génétiques et 

environnementaux.  

1. Facteurs génétiques   

La contribution relative de la génétique peut être déterminée par l’étude de cohorte de 

jumeaux au cours de laquelle la prévalence d’une maladie sera comparée entre des jumeaux 

monozygotes (MZ) et dizygotes (DZ). Dans le cas d’une maladie monogénétique autosomale 

dominante à transmission mendélienne,  le taux de concordance chez des jumeaux MZ sera de 

100%, puisqu’ils partagent le même génome, et de 50% chez des jumeaux DZ. Dans le cas 

d’une maladie exclusivement expliquée par des facteurs environnementaux, ce taux est 

identique entre les jumeaux MZ et DZ. Un grand nombre d’études longitudinales a été 

réalisée au sein de telles cohortes de jumeaux et la prévalence de la MA y a été déterminée 

(pour revue Räihä et al., 1997). Il en ressort une prévalence plus importante chez les jumeaux 

MZ que chez les jumeaux DZ. Les chiffres diffèrent selon les études mais selon l’étude de 
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Räihä, 31% des jumeaux MZ sont concernés contre 9% chez les jumeaux DZ (Räihä et al., 

1996). Ces études mettent en évidence une composante génétique de la MA, qui pourrait être 

associée à près de 80% des cas (Gatz et al., 2006) faisant de la génétique le second facteur de 

risque après le vieillissement de développer la MA. Deux catégories de facteurs génétiques 

sont toutefois à considérer. On distingue d’une part des mutations sur les gènes APP, PSEN1 

et PSEN2 qui sont 3 gènes impliqués dans la synthèse du peptide amyloïde. Il s’agit 

majoritairement de mutations autosomales dominantes à pénétrance complète, qui concernent 

environ 0,2-1% des patients Alzheimer. On parle ici de formes familiales de la MA où les 

premiers symptômes de la maladie se manifestent avant l’âge de 55 ans. La deuxième 

catégorie de facteurs génétiques fait quant à elle intervenir des mutations à pénétrance 

incomplète qui, associées à des facteurs environnementaux, favoriseront le développement de 

la MA. 

1.1. Formes familiales de la MA  

1.1.1. Mutations sur le gène APP 

L’investigation de nombreuses familles au sein desquelles existaient de multiples cas 

familiaux de MA a permis de mettre en évidence une série de mutations sur les gènes APP, 

PSEN1 et PSEN2 à l’origine de ces formes familiales. Historiquement, les recherches se sont 

focalisées sur le chromosome 21 pour plusieurs raisons : une prévalence de la MA plus élevée 

chez les personnes atteintes du syndrome de Down (SD), également appelé trisomie 21 

(Davies et al, 1986) ; la découverte de la localisation du gène APP sur le chromosome 21 

(Goldgaber et al, 1987 ; Tanzi et al. 1987) et la séquence primaire du peptide amyloïde, issu 

d’agrégats de patients atteints du SD et de la MA, retrouvée identique (Glenner et al., 1984b). 

Parmi les mutations du gène APP, on retrouve principalement des mutations faux-sens à 

proximité des exons 16 et 17 codant pour le peptide amyloïde telle que la mutation London, 

première identifiée (Goate et al., 1991). Il a également été observé des duplications du gène 

APP (Rovelet-Lecrux et al., 2006) et quelques rares mutations récessives telles que de légères 

délétions ou des mutations faux sens (Rogaev et al, 1995 ; Tomiyama et al., 2008). De telles 

modifications vont promouvoir la synthèse du peptide Aβ, augmenter le ratio 

Aβ1−42 /Aβ1−40 et favoriser la formation de fibrilles, ce qui va avoir pour conséquence un 

développement plus précoce et plus agressif de la maladie, caractéristique de ces formes 

familiales. A contrario, il a été observé qu’une duplication du gène APP n’est pas toujours 

accompagnée du développement de la MA (Hooli et al., 2012). Cela souligne l’existence de 

facteurs protecteurs (d’origines génétiques ou environnementales) capables de contrebalancer 
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cette mutation, témoignant du rôle non exclusif des mutations portées sur le gène APP dans le 

développement des formes familiales de la MA. De plus, à peine plus de 30 mutations sur le 

gène APP ont été recensées à ce jour et se retrouvent dans moins de 0,1% des cas de MA (voir 

www.molgen.vib-ua.be/ADMutations/).  

1.1.2. Mutations sur les gènes PSEN1 et PSEN2 

La très grande majorité des formes familiales de la MA sont la conséquence de mutations sur 

les gènes PSEN1 et PSEN2 localisées respectivement sur le chromosome 14 et 1. Ces deux 

présénilines appartiennent à des complexes gamma-secrétase, lesquels participent à la 

synthèse du peptide amyloïde par le clivage du précurseur transmembranaire APP dans le 

cerveau malade (De Strooper, 2003). A ce jour, 185 mutations de PSEN1 identifiées sur plus 

de 400 familles ont été retrouvées contre 14 mutations de PSEN2, faisant de PSEN1 la cause 

principale des formes familiales de MA (près de 80%) (www.molgen.vib-

ua.be/ADMutations/). Les mutations retrouvées sur ces 2 gènes sont principalement des 

substitutions ou de petites insertions/délétions (Sherrington et al., 1995 ; Rogaev et al., 1995). 

Il en résultera une perte d’activité plus ou moins sévère du complexe gamma-secrétase 

favorisant la libération de produits de clivage intermédiaires d’APP tel que Aβ1−42, une 

forme pro-agrégative, au détriment d’Aβ1−40. Le ratio Aβ1−42/Aβ1−40 se voit donc 

augmenté sans modification de la production totale d’Aβ (Chávez-Gutiérrez et al., 2012). 

L’activité protéolytique de PSEN1 est, comparativement à PSEN2, plus spécifique d’APP  

(Lai et al., 2003), ce qui pourrait expliquer pourquoi les formes familiales causées par 

certaines mutation de PSEN1 s’avèrent beaucoup plus agressives (Keller et al., 2010).  

Les formes familiales de la MA prennent leur origine dans des mutations portées sur les gènes 

APP, PSEN1 et PSEN2, tous impliqués dans la synthèse du peptide amyloïde. Ces 

découvertes, mettant Aβ au centre de la physiopathologie de la MA, ont permis l’émergence 

de l’hypothèse de la cascade amyloïde (Hardy et Higgins, 1992), ce qui a eu pour 

conséquence de concentrer l’essentiel des efforts thérapeutiques et des essais cliniques sur la 

réduction des dépôts amyloïdes. 

1.2. Formes sporadiques de la MA  

1.2.1. ApoE ε4 

Comme énoncé précédemment, les premiers symptômes caractéristiques de la MA se 

manifestent après 65 ans dans le cas de formes sporadiques. La génétique contribue de 
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manière significative à leurs développements. Parmi les différents gènes et polymorphismes 

identifiés, l’allèle e4 du gène ApoE, localisé sur le chromosome 19, constitue le facteur de 

risque le plus élevé et le plus formellement établi. Chez l’homme, ApoE existe sous les 3 

isoformes ε2, ε3 et ε4, produits des allèles e2, e3 et e4, dont la différence réside en un 

changement d’acides aminés en position 112 et 158 : ε2 (Cys112/Cys158), ε3 

(Cys112/Arg158) et ε4 (Arg112/Arg158). La prévalence de ces allèles ε2, ε3 et ε4 dans la 

population générale est respectivement de 7-8%, 77-78% et 14-15% (Cedazo-Minguez et 

Cowburn, 2001). Il a été observé par plusieurs études un risque de développer la MA plus 

élevé chez les sujets porteurs de l’allèle e4 (Saunder et al., 1993 ; Strittmater et al., 1993). 

Contrairement aux mutations sur les gènes APP, PSEN1 ou PSEN2 qui sont suffisantes pour 

le développement de la MA bien que non nécessaires, la présence de l’allèle e4 n’est ni 

nécessaire ni suffisante (Gureje et al., 2006). Corder et al., 1993 rapporte un effet dose 

dépendant pour le développement de la MA lié au nombre de copies de l’allèle e4. En effet, 

dans son étude la proportion d’individu ayant développé la MA passe de 20% chez les 

personnes n’ayant aucune allèle e4 (génotype e3/e3 ou e2/e3) à 47% et 91% respectivement 

chez les personnes hétérozygotes (génotype e3/e4 ou e2/e4) et homozygotes pour l’allèle e4. 

A ce jour, il est estimé qu’un sujet hétérozygote présente un risque 3 fois plus élevé de 

développer la MA contre 15 pour un sujet de génotype e4/e4. (Farrer et al., 1997 ; Genin et 

al., 2011). L’âge de début est également considérablement avancé passant de 84,3 ans ± 1,3 

(génotype e3/e3 ou e2/e3) à 75,5 ans ± 1,0 (génotype e3/e4 ou e2/e4) et 68,4 ans ± 1,2 

(génotype e4/e4) (Corder et al., 1993). Il a enfin été observé que la présence de l’allèle e4 

était corrélé à un déclin cognitif plus rapide (Dik et al., 2000). L’ApoE est une lipoprotéine 

qui, dans le cerveau, est synthétisée et sécrétée majoritairement par les astrocytes. Elle 

participe au recyclage du cholestérol et des phospholipides appartenant au compartiment glial 

vers le compartiment neuronal, ce qui permet la réparation membranaire des neurones lésés et 

contribue alors à la plasticité neuronale (Lane et Farlow, 2005). Des perturbations du 

métabolisme central du cholestérol ont été associées au développement de la MA 

(Bogdanovic et al., 2001), c’est pourquoi la présence de l’isoforme ApoE ε4, moins efficace 

dans le transport du cholestérol, peut limiter les phénomènes de plasticité neuronale et donc 

contrebalancer trop partiellement le phénomène de neuro-dégénérescence, favorisant alors la 

MA (Finch et al., 1999). L’isoforme ε2 assure quant à elle ce rôle de manière beaucoup plus 

efficace ce qui peut expliquer pourquoi elle constitue un facteur protecteur (Corder et al., 

1994). D’autres mécanismes ApoE ε4-dépendants concourent à expliquer le rôle joué par 
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cette isoforme dans le développement de la MA telle que la réduction de la clairance du 

peptide amyloïde, favorisant la formation des agrégats centraux (Schmechel et al., 1993) ou 

encore l’absence d’interaction avec la protéine tau, permettant son hyperphosphorylation et 

donc la formation de DNF (Strittmatter et al., 1994 ; Liraz et al., 2013).  

1.2.2. Autres facteurs génétiques  

Depuis la découverte de ApoE ε4 comme facteur de risque génétique de la MA, plus de 500 

gènes candidats ont été proposés par les innombrables études d’association réalisées. Compte 

tenu des odds ratio retrouvés très faibles (sans commune mesure avec ApoE e4), les résultats 

de ces études n’étaient pas forcément reproduits rendant l’élaboration d’une liste claire des 

facteurs de risques génétiques impossible. C’est dans ce contexte qu’à partir de méta-

analyses, la base de donnée Alzgène a été créee (Bertram et al., 2007 ; Bertram et Tanzi, 

2008). Par ailleurs, les analyses génétiques pan-génomique (GWAS pour Genome Wide 

Association Studies) y ont largement contribué. Ces analyses ont été rendues possibles par 

l’essor de puces de génotypage à très haute densité contenant jusqu’à plus de 500 000 variants 

génétiques (SNP). La stratégie repose sur la comparaison de ces SNPs entre les sujets témoins 

et les patients atteints de la MA, au sein d’études à grande échelle. L’odd ratio est alors 

calculé et permet d’identifier des facteurs de risque ou protecteurs. A ce jour, une dizaine de 

gènes a été identifiée comme facteur de risque. De ces études réalisées à partir de 2007, des 

variants retrouvés sur les gènes ATXN1, CD33, CLU, CR1, PICALM, BIN1, 

MS4A4E/MS4A6E, CD2AP, EPHA1 et TREM ont été associés aux formes sporadiques de la 

MA (Coon et al., 2007 ; Bertram et al., 2008 ; Harold et al., 2009 ; Lambert et al. 2009 ; 

Seshadri et al., 2010 ; Naj et al., 2011 ; Kamboh et al., 2012 ; Cruchaga et al., 2013). Leurs 

implications fonctionnelles dans le développement de la MA demeurent mal connues mais 

tous ces gènes semblent intervenir dans des voies métaboliques communes que sont le 

métabolisme du cholestérol (CLU, ABCA7), le système immunitaire (CLU, CR1, CD33, 

EPHA1) ou encore le fonctionnement synaptique et l’endocytose (PICALM, BIN1, CD2AP). 

Une altération de ces voies peut alors favoriser la formation de dépôts amyloïdes et/ou de 

DNF (voir pour revue Tanzi, 2012 ; Bettens et al., 2013).  Une interaction entre BIN1 et Tau a 

ainsi été observée chez l’homme, de plus BIN1 contribuerait à la toxicité induite par Tau 

comme semble le montrer une étude réalisée chez la drosophile (Chapuis et al., 2013). La 

perte de fonction d’ATXN1 permettrait quant à elle une augmentation de l’activité β-secrétase 

favorisant la clivage d’APP et la formation des espèces Aβ40 et Aβ42 (Zhang et al., 2010). 

La découverte de ces 9 locis, additionnés à ApoE e4, compterait pour 25% des facteurs de 
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risque génétiques des formes sporadiques de la MA. Afin de découvrir de nouveaux variants 

génétiques, un recoupement des 4 principales GWAS a été effectué et les résultats, non 

publiés, ont été présentés à la AAIC (Alzheimer’s Association International Conference) de 

Boston en juillet 2013. 11 nouveaux variants ont été identifiés et se trouvent sur les gènes 

SORL1, HLA-DRB5, DRB1, SLC24A4, PTK2B, ZCWPW1, CELF1, FERMT2, CASS4, 

INPP5D, MEF2C et NME8. Certains gènes avaient été préalablement retrouvés comme 

facteur de risque dans certaines études tel que SORL1 (Miyashita et al., 2013). Il a été 

observé que sa perte de fonction est associée à une production d’Aβ anormalement élevée 

contribuant au développement de la MA (Rogaeva et al., 2007). PTK2B, une tyrosine kinase, 

pourrait contribuer quant à elle à la phosphorylation de Tau. La découverte de ces nouveaux 

gènes nécessite néanmoins d’importantes investigations ce qui pourrait ouvrir la porte à de 

nouveaux mécanismes impliqués dans le développement de la MA.  

2. Facteurs environnementaux  

2.1. Facteurs de risque  

La pénétrance incomplète des différents facteurs de risque génétiques mentionnés 

précédemment, y compris l’allèle ApoE e4, mets en évidence l’importance de l’histoire du 

patient et de son environnement dans les formes sporadiques de la MA. Les études 

épidémiologiques couplées aux études expérimentales ont permis d’identifier certains 

éléments favorisant l’apparition de la MA. En aucun cas, ces derniers ne peuvent être utilisés 

comme marqueur diagnostique compte tenu de leurs sensibilités et spécificités largement 

insuffisantes. Syndrome métabolique, Diabète de type 2 et Accidents vasculaires cérébraux 

constituent les principaux facteurs de risques non-génétiques connus à ce jour.  

2.1.1. Syndrome métabolique  

Le syndrome métabolique est définit par un ensemble d’anomalies métaboliques comprenant 

une obésité abdominale, une insulino-résistance, une hypertension artérielle, une 

hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie. Au sens de l’IDF (International Diabetes 

Federation) on parle de syndrome métabolique lorsque 3 au moins de ces critères sont 

présents chez l’individu (Alberti et al., 2009). Il préfigure plusieurs pathologies graves que 

sont le diabète de type 2, les troubles cardiovasculaires et les accidents vasculaires cérébraux 

(AVC). Des études longitudinales et prospectives ont mis en évidence une association entre le 

syndrome métabolique dans son ensemble et la réduction des capacités cognitives sans 

parvenir à observer une incidence plus élevée de la MA (Raffaitin et al., 2009). C’est 
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pourquoi il semble indispensable d’étudier séparément les constituants du syndrome 

métabolique.  

2.1.1.1. Obésité 

Plusieurs études ont démontré qu’une obésité abdominale aux environs de la quarantaine 

augmente le risque de démence et de MA plus de 30 ans plus tard (Kivipelto et al., 2005 ; 

Whitmer et al., 2008 ; Profenno et al., 2010) Il est de plus en plus établit que des processus 

pathologiques ont lieu très précocement dans le cerveau de sujets jeunes (moins de 30 ans), se 

développent progressivement et conduisent à l’apparition des premiers symptômes de la MA à 

un âge beaucoup plus avancé (Braak et al., 2011). L’obésité, comme la plupart des facteurs 

environnementaux à risque, a des répercussions néfastes sur le cerveau qui ont lieu en amont 

des premières manifestations cliniques mais vont participer activement à leurs 

développements. Il a ainsi été observé que les personnes obèses présentent une atrophie 

cérébrale, notamment hippocampique favorisant le déclin cognitif (Jagust et al., 2005). Les 

mécanismes sous-jacents demeurent mal connus néanmoins la leptino-résistance centrale 

(perte de sensibilité à la leptine), qui caractérise nombre de sujets obèses, apporte un élément 

de réponse. En effet, la leptine exerce des fonctions neuro-protectrices par la réduction de la 

dégénérescence neuronale ou encore de la charge amyloïde centrale (Perez-González et al., 

2011 et pour revue Doherty et al., 2011). L’hyperphosphorylation de Tau dans l’hippocampe, 

observée chez les sujets obèses (Mrak et al., 2009), peut quant à elle être causée par 

l’insulino-résistance centrale qui s’y développe. En effet, les altérations de la voie 

insulinergique peuvent participer au déclin cognitif mais également à l’augmentation de la 

phosphorylation de Tau (Schubert et al., 2003 ; Schubert et al., 2004 ; Mielke et Wang, 2005). 

Une étude récente réalisée dans le modèle transgénique THY-Tau22 (modèle mimant le 

versant Tau de la MA), a toutefois montré qu’un régime obésogène pouvait favoriser 

l’hyperphosphorylation de tau indépendamment du développement d’une insulino-résistance 

(voir Leboucher,  et al., 2013 en annexe de ce manuscrit). 

 

2.1.1.2. Dyslipidémie 

Associé à l’obésité, une dyslipidémie se définit par une augmentation de la concentration de 

triglycérides, cholestérol et autres lipides dans le sang. Son implication dans la MA est 

soutenue par la découverte des différents variants génétiques ApoE e4, SORL1, CLU ou 

encore ABCA7, tous associés tant au métabolisme des lipides qu’au développement des 
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formes sporadiques. Les études épidémiologiques ont mis en évidence que des taux élevés de 

LDL et faibles de HDL étaient retrouvés chez les patients Alzheimer (Matsuzaki et al., 2011 ; 

Warren et al., 2012). Par ailleurs, l’utilisation des statines, un inhibiteur de la HMG-Coa-

réductase et donc de la synthèse de cholestérol, serait associée à une diminution du risque de 

développer la MA même si d’autres études conflictuelles existent (pour revues voir Fonseca 

et al., 2010 ; McGuinness et Passmore, 2010). La régulation centrale et périphérique du 

cholestérol sont complétement dissociées compte tenu de l’incapacité du cholestérol lié aux 

lipoprotéines à traverser la barrière hémato-encéphalique. Une élévation des taux de 

cholestérol et donc de ses produits de catabolisme peut néanmoins induire un stress oxydant, 

altérer l’activité des β/γ-secrétases ce qui favorise la synthèse de Aβ et de ses formes 

oligomériques et agrégées. L’expression de ApoE peut également être modifiée et avec elle la 

clairance d’Aβ (Petenceska et al., 2003, Wu et al., 2003 et pour revue Lane et Farlow, 2005). 

Les triglycérides peuvent également influer sur le développement de la MA. Une élévation du 

taux de triglycéride, pouvant contribuer à la formation des dépôts amyloïdes, est ainsi 

davantage retrouvé chez les patients atteint de la MA (Razay et al., 2007 Matsuzaki et al., 

2011). Ces études mettent ainsi en exergue la nécessité d’un régime alimentaire sain. Un 

déséquilibre pouvant être la cause de dyslipidémies et participer au risque de développer la 

MA.  

2.1.1.3. Hypertension 

Une hypertension chronique au environ de la quarantaine, est associée à l’apparition de 

troubles cognitifs et de la MA chez le sujet âgé (Shah et al., 2012 ; Alpérovitch et al., 2013). 

Des études longitudinales ont de plus révélé une corrélation entre l’hypertension et la 

présence de plaques neuritiques, de DNF et d’une atrophie cérébrale (Petrovitch et al., 2000). 

De plus, une réduction des formes Aβ1-40 et Aβ1-42 plasmatiques a été observée chez les 

patients hypertendus 15 ans avant les premiers signes de démence, ce qui peut être le reflet 

d’une baisse de la clairance du peptide Aβ (Shah et al., 2012). Ce dernier effet peut 

s’expliquer par la perte d’intégrité des petits vaisseaux sanguins (présence de microlésions, 

occlusions)  consécutive à une hypertension chronique. Le traitement de l’hypertension 

(inhibiteur de ACE-1) est quant à lui associé à une réduction de l’incidence de la MA même si 

d’autres études n’observent aucun effets (Ohrui et al., 2004 ; Qiu et al., 2013 ; Soto et al., 

2013)  

2.1.2. Diabète de type 2  
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Le diabète de type 2 se traduit par une résistance à l’insuline et une hyperinsulinémie 

réactionnelle. Il est clairement établi qu’il contribue à l’éthiologie de la MA comme le mettent 

en évidence plusieurs études (Proffeno et al., 2010 ;  Cheng et al., 2011 ; Fei et al., 2013). 

L’insuline semble jouer un rôle central dans la physiopathologie de la MA et faire le lien avec 

le diabète de type 2 en modulant le métabolisme de Aβ et la phosphorylation de Tau. Il a été 

montré dans un modèle amyloïde de souris transgéniques qu’une invalidation génétique des 

récepteurs neuronaux à l’insuline est associée à une réduction des dépôts Aβ (Stöhr et al., 

2013). L’hyperinsulinémie retrouvée chez les patients souffrants de diabète va donc 

promouvoir l’accumulation d’Aβ. IDE (Insulin Degradating Enzyme) est une enzyme dont le 

rôle consiste à dégrader tant l’insuline que le peptide amyloïde. Une élévation des niveaux 

d’insuline va donc rendre l’enzyme moins disponible à dégrader Aβ ce qui favorise alors la 

formation de dépôts (Shiiki et al., 2004).  Enfin il a été montré qu’une altération de la 

signalisation à l’insuline pouvait inhiber Akt, ce qui augmente l’activité de GSK-3β et donc 

promeut la phosphorylation de Tau et la formation de DNF (Schubert et al., 2003 ; Schubert et 

al., 2004). GSK-3b peut par ailleurs être activé par le stress oxydant induit par 

l’hyperglycémie. L’utilisation prolongée de Thiazolinediones (TZD) ou d’agonistes de 

Peroxisome Proliferator activated receptor γ (PPAR-γ) dans le traitement du diabète, 

améliorent quant à eux la sensibilité à l’insuline et les fonctions cognitives en parallèle d’une 

réduction des dépôts amyloïdes et de l’hyperphosphorylation de Tau (Searcy et al., 2012 et 

pour revue Moreira et al., 2013).  

2.2. Facteurs protecteurs  

2.2.1. Stimulation environnementale : Education et exercice physique 

Plusieurs études ont observé que l’incidence de la MA était plus faible chez les personnes 

ayant un niveau éducatif élevé que chez les individus ayant quitté le système scolaire 

précocement (Scarmeas et al., 2006 ;  Meng et al., 2012). Lire, apprendre, jouer permet 

d’entretenir une activité intellectuelle, ce qui ralentit le déclin cognitif et le risque de 

démence. Ces études font appel à la notion de réserve cognitive. Le concept de réserve 

cognitive renvoie à la capacité du cerveau à mettre en place des circuits neuronaux 

compensatoires ou à renforcer des circuits neuronaux préexistants afin de faire face aux 

processus neuro-dégénératifs ayant lieu au cours du vieillissement et davantage durant la MA. 

Les premières manifestations cliniques apparaissent alors plus tardivement (pour revue voir 

Stern et al., 2009 ; Stern et al., 2012). Augmenter sa réserve cognitive par une activité 
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intellectuelle soutenue diminue donc le risque et la progression de la MA (Lo et Jagust., 

2013). La libération de neurotrophines telle que le BDNF ou encore la neurogenèse, tout deux 

induits par un effort physique, contribuent au développement de la réserve cognitive (Brown 

et al., 2003). Il a en ce sens été observé que les individus qui pratiquent une activité physique 

régulière ont un risque plus faible de développer la MA (Rovio et al., 2005). La pratique 

d’une activité physique régulière est également associée à une réduction du stress oxydant, de 

la neuro-inflammation, et à une amélioration du métabolisme cérébral, ce qui contribue à 

prévenir de la MA (voir pour revue Radak et al., 2010). L’exercice physique peut par ailleurs 

moduler les lésions de la MA. Il a ainsi été observé dans le modèle transgénique THY-Tau22, 

une réduction de la pathologie Tau associée à une réduction du déclin cognitif chez les 

animaux ayants la possibilité d’effectuer une activité physique chronique. Une baisse de la 

dégénérescence des neurones cholinergiques a également été observée (Belarbi et al., 2011). 

Enfin l’exercice physique est associé à une réduction de la formation des dépôts amyloïdes 

(Adlard et al., 2005). Il est à noter sur ce point qu’une activité physique volontaire est plus 

efficace qu’une activité physique forcée (Yuede et al., 2009).   

2.2.2. Régime alimentaire 

L’alimentation est une composante étiologique importante de la MA. Le risque de développer 

la maladie est fonction de la qualité nutritionnelle. Une alimentation riche en sucre / graisse 

est ainsi la cause de dyslipidémies et favorisent la MA (Voir paragraphe 2.1.1.2). A l’inverse, 

un régime de type méditerranéen (riche en fruits, légumes, céréales, huile d’olive et pauvre en 

viande et produits laitiers) est associé à un risque plus faible de développer la MA et à un 

déclin cognitif plus lent (Lourida et al., 2013), ce qui peut être expliqué par la quantité 

importante des vitamines A, C et E ou encore des acides gras polyinsaturés retrouvés. Bien 

qu’un supplément en ces vitamines n’ait pas été associé à une prévention de la MA 

(Luchsinger et al., 2003), une méta analyse a mis en évidence qu’une alimentation riche en 

vitamine A, C et surtout E, était associée à un risque plus faible de développer la MA (Li et 

al., 2012). Les propriétés anti-oxydantes des vitamines A, C et E permettent de réduire la mort 

neuronale médiée par le stress oxydant, une composante précoce de la MA (voir pour revue 

Sayre et al. 2008). En outre, un stress oxydant chronique maintenu à un niveau élevé est 

associé à une oligomérisation d’Aβ et à des déficits mnésiques (Murakami et al., 2011). Enfin 

il a été observé in vitro, que ces vitamines peuvent diminuer l’oligomérisation d’Aβ et 

fragiliser les fibrilles déjà formées (Ono et al., 2004 ; Takasaki et al., 2011). La 

consommation d’acides gras polyinsaturés et plus particulièrement les ω-3 sont associés à une 
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réduction de la pression artérielle et semblent ralentir le déclin cognitif lié au vieillissement 

normal (Solfrizzi et al., 2004). Néanmoins, leur rôle dans la prévention de la MA demeure 

incertaine à ce jour et d’autres investigations semblent nécessaires (Solfrizzi et al., 2006 ; 

Rönnemaa et al., 2012). Une consommation modérée de vin rouge a également été suggéré 

comme neuro-protecteur vis à vis de la MA de par les polyphénols contenus (Pasinetti, 2012). 

Enfin, plusieurs études ont démontré que la consommation de caféine est associé à un 

ralentissement du déclin cognitif au cours du vieillissement (Ritchie et al., 2007 ; Van Gelder 

et al., 2007) mais également à un risque plus faible de développer la MA (Maia et de 

Mendonca, 2002 ; Lindsay et al., 2002 ; Eskelinen et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	   51	  

Chapitre 5 : Caféine et système adénosinergique      

dans le cerveau sain 

 

1. Historique  

La caféine (ou 1,3,7-triméthylxanthine) est un alcaloïde de la famille des méthylxanthines 

retrouvée en quantité variable dans les graines, feuilles et fruits de plus de 60 plantes. La 

caféine consommée est toutefois principalement issue des graines des plants de caféier Coffea 

Arabica et Coffea robusta ou encore des feuilles de thé de Camelia siniensis (Barone et 

Roberts, 1996). Il s’agit de la substance psychoactive la plus consommée au monde. 

Historiquement, les premières consommations de caféine remonteraient au 9ème siècle en 

Ethiopie où un gardien de chèvre nommé Kaldi s’aperçut que ses animaux restaient éveillés la 

nuit après avoir brouté des caféiers. Il ressentit la même vitalité quand à son tour il consomma 

ces baies. Cantonnée à l’Afrique puis à l’Arabie jusqu’à la fin du 16ème siècle, la 

consommation de café gagne la Turquie puis l’Italie et rapidement le reste de l’Europe où elle 

devient très populaire au cours du 17ème siècle. Enfin à la fin du 17ème et bien plus encore au 

cours du 18ème siècle, les graines de café se retrouvent sur le continent américain (National 

geographic, 1999). Plus récemment, les boissons caféinées que sont Dr Pepper™, Coca-

Cola™ ou encore Pepsi™ ont été introduites à la fin du 19ème siècle et sont devenues très 

populaires ces 60 dernières années inspirant l’arrivée de boissons énergisantes. Aujourd’hui, 

80% de la population mondiale consomme quotidiennement un produit caféiné même si de 

grandes variations existent selon le pays considéré (Figure 17). Les effets de la caféine sur 

l’organisme que sont une résistance à la fatigue, une augmentation de la vigilance et de 

l’attention, sont particulièrement recherchés et expliquent la popularité de ces boissons 

caféinées. De plus, les trop peu d’effets négatifs recensés à la suite d’une consommation aigüe 

ou chronique de caféine la rende légale dans tous les pays.  

             

Pays Adulte (mg/jour) Pays Adulte (mg/jour) 

Chine 16 Australie 232 

Afrique du Sud 40 France 239 

Etats Unis 168 Suisse 288 

Japon 169 Brésil 300 

Royaume Uni 202 Finlande 329 

Canada 210 Danemark 390 

Figure 17 Consommation de caféine moyenne pour quelques pays. Ces mesures sont 
en dessous de la réalité car elles ne prennent pas en compte la quantité de caféine 
apportée par les boissons cola ou énergisantes (Fredholm et al., 1999). 
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2. Source de caféine et consommation 

Le café, qui est la première source de caféine, est aussi la boisson la plus consommée au 

monde après l’eau. D’autres sources de caféine existent : le thé, les boissons de type Coca-

cola, les boissons énergisantes ou encore les produits chocolatés (Figure 18). Chaque tranche 

de la population (jeunes enfants, adolescents, hommes et femmes) consomme potentiellement 

au quotidien un ou plusieurs produits caféinés. Cependant, en fonction de l’âge, la caféine 

sera apportée par des produits différents. En effet, le café, et dans une moindre mesure le thé, 

est la principale source de caféine chez l’adulte, alors que chez l’adolescent, elle est 

davantage apportée par les boissons de type cola ou énergisantes, dont la consommation croît 

de manière fulgurante (Frary et al., 2005). La consommation mondiale de caféine est 

également très disparate en fonction des pays comme le montre le tableau 1. En France par 

exemple, la consommation moyenne est de 239mg/jour chez l’adulte ce qui correspond à 2 

tasses de 250ml de café et représente 3,4mg/kg/jour pour un individu de 70kg.    

             

Produit Portion  Quantité de caféine (mg) 

Café 

Infusé 250ml 135 

Torréfié et moulu, percolateur 250ml 118 

Torréfié et moulu, filtre 250ml 179 

Instantané 250ml 105 

Thé 

Feuille ou sachet  250ml 50 

Instantané 250ml 15 

vert 250ml 30 

Boisson à base de cola 

Cola classique  333ml 43 

Cola light 333ml 43 

Pepsi 333ml 35 

Produits à base de cacao  

Gâteau au chocolat noir 100g 15 

Lait au chocolat 250ml 15 

Boisson énergisante 

Redbull  250ml 80 

Figure 18 Quantité de caféine contenue dans plusieurs type d’aliments et de 
boissons. Café et thé sont, avec les boissons énergisantes, les deux principales 
sources de caféine. Le thé en renferme néanmoins deux fois moins. La teneur en 
caféine du café varie selon le mode de préparation (mouture du grain, temps 
d’infusion, température de l’eau). Elle dépend également de la qualité et du type 
de grain (Barone et Roberts, 1996 ; Harland, 2000).  
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3. Pharmacologie 

3.1. Pharmacocinétique, métabolisme et demi-vie 

La biodisponibilité de la caféine est absolue puisque la quasi-totalité est absorbée. Le pic de 

concentration plasmatique est atteint 15 à 120 minutes après ingestion, que ce soit par 

administration orale ou intraveineuse (Blanchard et Sawers, 1983). Pour une personne de 

70kg, l’ingestion d’une unique tasse de café apporte une concentration de caféine de 0,4 à 

2,5mg/kg ce qui correspond alors à une concentration plasmatique de 1 à 10µM (Bonati et al., 

1982). De par ses propriétés hydrophobiques, la caféine traverse les membranes biologiques 

ainsi que la barrière hémato-encéphalique avec un rapport cerveau/plasma proche de 1 

(McCall et al., 1982, Tanaka et al., 1984). Chez l’homme adulte, la demi-vie de la caféine est 

de 2,5 à 4,5h (Arnaud et al., 1987). Cette demi-vie est considérablement augmentée chez le 

nourrisson dû à la faible activité du cytochrome P450 (CYP1A2) (Aranda et al., 1979). A 

l’inverse elle est significativement plus faible chez le sujet fumeur avec une clairance de 

155ml/kg/h contre 94ml/kg/h chez le non-fumeur, ce qui s’explique par une activité de 

CYP1A2 et des FMO (Flavin-containing monooxygénase) augmentée (Chung et al., 2000 ; de 

Leon et al., 2003). Ces deux dernières enzymes, présentes dans le foie, sont responsables de la 

clairance de la caféine. La grande majorité (près de 80%) sera déméthylée sur le carbone 3 par 

CYP1A2 pour former la 1,7-diméthylxanthine appelée également paraxanthine. La 

déméthylation sur les carbones 1 et 7 a également lieu pour former respectivement la 

théobromine (3,7-diméthylxanthine) et la théophylline (1,3-diméthylxanthine). Ces deux 

dernières transformations impliquent davantage les FMO (Chung et Cha, 1997). Il est à noter 

que les métabolites de la caféine sont biologiquement actifs et participent aux effets de la 

caféine.  

3.2 Actions moléculaires  

Une concentration plasmatique de caféine allant jusque 150µM peut se retrouver à la suite 

d’une consommation dite physiologique de produits caféinés. Au delà, les premiers effets 

toxiques de la caféine apparaissent. Les cibles moléculaires de la caféine à l’origine de ses  

effets biologiques doivent donc présenter une affinité compatible avec les concentrations 

plasmatiques retrouvées dans ces conditions physiologiques. La libération du calcium 

intracellulaire par une activation des récepteurs à ryanodine (McPherson et al., 1991) ou 

encore l’inhibition de phosphodiestérases (Smellie et al., 1979), qui ont lieu à des 
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concentrations de l’ordre du mM, semblent donc exclus. Le seul mécanisme connu à ce jour 

est le blocage des récepteurs adénosinergiques (Figure 19) (Fredholm et al., 1980). 

                        
 

4. L’adénosine et ses récepteurs  

La concentration extracellulaire de l’adénosine dans le cerveau a été estimée à 25-250nM en 

condition basale, compatible de fait avec une activation constitutive de ses récepteurs 

(Dunwiddie et Masino, 2001).  

4.1. Métabolisme de l’adénosine 

4.1.1. Synthèse extracellulaire de l’adénosine  

L’ATP/ADP sont co-secrétés avec d’autres neurotransmetteurs et sont libérés dans le milieu 

extracellulaire. Leur dégradation locale par CD39, une ecto-nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase (E-NTPDase) forme de l’AMP qui sera dégradé à son tour par CD73, une 

ecto-5’nucleotidase, pour synthétiser l’adénosine extracellulaire (Figure 20 et pour revue, 

Yegutkin, 2008).  Ces enzymes ont un niveau d’expression élevé au sein du cerveau, et 

Figure 19 Effets de la caféine sur ses différentes cibles pharmacologiques en fonction de 
sa concentration plasmatique. Seuls les récepteurs adénosinergiques A1 et A2A peuvent 
être inhibés pour des concentrations physiologiques de caféine. A des doses supra-
physiologiques, la caféine peut bloquer les phosphodiestérases, les récepteurs GABA ou 
encore activer les récepteurs à ryanodine et libérer le calcium intracellulaire (extrait de 
Fredholm et al., 1999) 
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convertissent l’ATP/ADP en adénosine en moins d’une seconde (Dunwiddie et al., 1997). Il a 

été mis en évidence que ces ecto-nucléotidases sont localisées à proximité des récepteurs A2A 

pré-synaptiques afin que le nucléoside néoformé facilite immédiatement la transmission 

synaptique via leur activation (Cunha et al., 1996). Enfin, la dégradation de l’ATP 

extracellulaire ne constituerait pas la principale source de l’adénosine dans des conditions 

basales puisque le blocage des 5’ecto-nucléotidases n’affecte que très modérément la 

libération d’adénosine (Lloyd et al., 1993). Dès lors, la formation cytosolique d’adénosine est 

quantitativement plus importante. 

4.1.2. Synthèse intracellulaire de l’adénosine  

La synthèse de l’adénosine intracellulaire peut être réalisée à partir de la déphosphorylation 

de l’AMP via une endo-nucléotidase. La formation de l’adénosine est alors le reflet du statut 

énergétique de la cellule. Lorsque les besoins énergétiques de celle-ci surpassent sa capacité à 

synthétiser de l’ATP comme c’est le cas au cours d’un stress cellulaire ou d’une ischémie, la 

concentration cytosolique d’ATP diminue, celle de l’adénosine augmente. Compte tenu de la 

concentration intracellulaire de l’ATP qui est de l’ordre de 3mM, la conversion d’à peine 1% 

d’ATP en adénosine multiplierait par 100 la concentration cytosolique du nucléoside (Andiné 

et al., 1990). La synthèse de l’adénosine peut également être réalisée à partir de l’hydrolyse de 

la S-adénosylhomocystéine (SAH) par la SAH hydrolase (SAHH), ce qui formera, en plus de 

l’adénosine, la L-homocystéine (Palmer et Abeles, 1979). Cette seconde voie participerait très 

modérément à la synthèse cytosolique de l’adénosine (Pak et al., 1994).  

4.1.3. Transport de l’adénosine et clairance extracellulaire 

Le transport de l’adénosine à travers la membrane plasmique fait intervenir deux classes de 

transporteurs de nucléotides que sont les ENT (Equilibrative Nucleotide Transporters) et les 

CNT (Concentrative Nucléotide Transporters) (Baldwin et al., 1999). A ce jour, il existe 4 

isoformes d’ENT. Leur distribution cellulaire et anatomique au sein du cerveau est ubiquitaire 

et ils sont tous capables de transporter de manière bidirectionnelle l’adénosine en fonction de 

son gradient de concentration. Les CNT utilisent quant à eux un gradient de sodium (Baldwin 

et al., 2004). Dans des conditions physiologiques, l’Adénosine Kinase (ADK) dégrade 

rapidement et de manière continue l’adénosine intracellulaire en AMP et, de manière 

concomitante, le catabolisme de l’ATP enrichit le milieu extracellulaire en adénosine. Dans 

ces conditions, la concentration extracellulaire étant plus élevée qu’à l’intérieur du neurone, 

les ENT vont donc recapturer l’adénosine plutôt que la libérer ce qui explique pourquoi le 
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blocage de ces transporteurs est associé à une élévation des niveaux extracellulaires 

d’adénosine (Phillis et al., 1989 ; Dunwiddie et Diao, 1994). Les ENT neuronaux mais 

également gliaux et plus particulièrement astrocytaires assurent donc la clairance de 

l’adénosine extracellulaire. Dans des conditions ischémiques ou hypoxiques, le niveau 

intracellulaire d’adénosine augmente ce qui inverse le gradient de concentration et favorise 

alors sa libération. Il a néanmoins été observé que le blocage des ENT neuronaux ne réduit 

pas mais augmente la quantité d’adénosine extracellulaire (Frenguelli et al., 2007), ce qui 

suggère une recapture de l’adénosine par les ENT au cours d’épisodes d’ischémie ou 

d’hypoxie (Zhang et al., 2011). D’autres études restent toutefois nécessaires afin de 

comprendre les sources d’adénosine extracellulaire dans ces conditions.  

4.1.4. Elimination de l’adénosine intracellulaire  

L’ADK est une enzyme qui phosphoryle l’adénosine en AMP et qui est principalement 

localisée dans le compartiment glial (Gouder et al., 2004). Cette enzyme module alors à la 

fois la disponibilité des substrats énergétiques (ATP, ADP, AMP) de la cellule, et la quantité 

intra- et donc extracellulaire d’adénosine. L’affinité élevée pour son ligand suggère qu’elle 

joue un rôle prépondérant dans le catabolisme de l’adénosine dans des conditions basales. En 

effet il a été montré dans une lignée de fibroblaste que la libération d’adénosine dans le milieu 

était plus élevée lorsque l’ADK n’était plus fonctionnelle que lors du blocage de l’Adénosine 

Déaminase (ADA), une seconde enzyme impliquée dans la clairance de l’adénosine en 

inosine (Huber et al., 2001). Le Km de l’ADA étant de 47µM et donc largement supérieur à la 

concentration intracellulaire d’adénosine retrouvée dans des conditions physiologiques 

(Geiger et al., 1986), elle interviendra essentiellement au cours de situations pathologiques où 

le niveau d’adénosine est plus élevé. Enfin l’adénosine peut être transformé en SAH via la 

SAHH (Figure 20). Toutefois, cette voie joue un rôle mineure compte tenu de la faible 

quantité d’homocystéine présent dans le cerveau (Reddington et Pusch, 1983).  
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4.2. Récepteurs à l’adénosine 

4.2.1. Présentation et distribution cérébrale  

Les récepteurs adénosinergiques appartiennent à la famille des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG). Ils sont donc composés de 7 domaines transmembranaires, d’une 

extrémité Nter extracellulaire et d’une queue Cter cytosolique qui permet leur 

désensibilisation / internalisation (Perez et Karnik, 2005). Il existe 4 types de récepteurs : les 

récepteurs A1 et A2A, qui présentent une forte affinité pour leur ligand avec un Kd de 70 et de 

150nM respectivement, et les récepteurs A2B et A3, beaucoup moins affins pour l’adénosine 

avec un Kd de 5100nM pour le premier et de 6500nM pour le second (Dunwiddie et Massino, 

2001).  La localisation cellulaire de ces récepteurs est tant neuronale que gliale, à la fois pré-, 

post- ou extra-synaptique. Leur distribution neuroanatomique est cependant variable et 

dépend du type de récepteur. Alors que la densité des récepteurs A1 est élevée dans les 

régions corticales, le cervelet et l’hippocampe, les récepteurs A2A sont essentiellement 

retrouvés au sein des neurones GABAergiques du striatum et dans le bulbe olfactif mais 

également dans l’hippocampe et le cortex à des densités beaucoup plus faibles. Les récepteurs 

A2B et A3 sont quant à eux faiblement distribués au sein du cerveau et relativement peu 

étudiés (Figure 21) (pour revue Fredholm et al., 2001 ; Ribeiro et al., 2002).  
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Figure 20 Synthèse de l’adénosine. La 
dégradation de l’ATP extracellulaire, 
colibérée avec les neurotransmetteurs, est 
dégradée par les ecto-nucléotidases 
C39/CD73 pour former l’adénosine. Les 
niveaux d’adénosine extracellulaire étant 
plus élevés que dans le compartiment 
cytosolique, l’adénosine est captée par les 
transporteurs ENT neuronaux et 
astrocytaires où elle pourra être dégradée 
respectivement en inosine par l’ADA 
(Adénosine Déaminase) ou encore en AMP 
par l’ADK (Adénosine Kinase). Cette 
dernière voie étant favorisée en condition 
physiologique. L’adénosine extracellulaire 
peut également provenir de la libération des 
stocks intracellulaires, formés à partir 
d’AMP et, dans une moindre mesure, de la S-
adénylhomocystéine (SAH).  
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4.2.2. Implication dans la plasticité synaptique  

L’activation des récepteurs A1 et A3 met en jeu des protéines Gi/o
  qui inhibent l’Adénylate 

Cyclase (AC) et la formation de l’AMPc, à l’inverse des récepteurs A2A et A2B qui sont 

couplés à des protéines G activatrices de nature Gs ou Golf (Linden, 2001). En activant des 

protéines G inhibitrices, les récepteurs A1  pré-synaptiques vont promouvoir la libération de 

potassium et inhiber l’entrée de calcium par le blocage des récepteurs calciques de type N/P et 

Q (Fredholm et al., 2001), ce qui hyperpolarise le neurone et inhibe la libération de 

neurotransmetteurs. A contrario, en activant la voie AC / AMPc  / PKA, les récepteurs A2A 

pré-synaptiques induisent une entrée de calcium, ce qui facilite la libération d’acétylcholine 

dans l’hippocampe (Cunha et al., 1995 ; Rebola et al., 2002). La libération de glutamate et de 

GABA par ces récepteurs semblent quant à elle faire intervenir la PKC par un mécanisme 

AMPc indépendant (Lopes et al, 2002 ; Cunha et Ribeiro, 2000). Enfin les récepteurs A2A 

peuvent être impliqués dans la recapture de neurotransmetteurs. Il a par exemple été observé 

une réduction de la recapture astrocytaire de glutamate via ses transporteurs GLT-1 et 

GLAST suite à l’activation des récepteurs A2A (Matos et al., 2012). A l’inverse, il a été 

montré une augmentation de la recapture neuronale et astrocytaire du GABA par les 

transporteurs GAT-1 et GAT-3 (Cristóvão-Ferreira et al., 2009 ;  Cristóvão-Ferreira et al., 

2013). Par ces mécanismes, l’activation des récepteurs A2A module la libération de 

Figure 21 Distribution neuro-anatomique des récepteurs A1, A2A et A3 (extrait de Ribeiro 
et al., 2002) 
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neurotransmetteurs et peut contribuer au phénomène d’excitotoxicité au glutamate en 

situation neuro-pathologique (Figure 22).  

 

Le glutamate est un puissant neurotransmetteur excitateur qui exerce ses effets par des 

récepteurs-canaux de type AMPA et NMDA (N-méthyl-D-aspartate) ou encore des récepteurs 

métabotropiques (mGluRx). Leur activation conduit à une entrée de sodium et/ou de calcium 

ce qui dépolarise le neurone et facilite la mise en place d’une LTP, impliquée dans le 
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Figure 22 Effets des récepteurs A1 et A2A pré-synaptiques dans la libération de 
neurotransmetteurs. L’activation des récepteurs A2A neuronaux pré-synaptiques stimule la 
voie AMPc/PKA, ce qui va favoriser l’entrée de calcium et la libération de 
neurotransmetteurs comme l’Acétylcholine (1). A l’inverse, les récepteurs A1 vont inhiber 
cette voie (2) mais vont également hyperpolariser le neurone via l’activation de courants 
sortants potassiques (3), concourant aux effets dépresseurs des récepteurs A1. 
L’activation des récepteurs A2A, hétérodimérisés avec les récepteurs A1,  peut également 
stimuler la libération de neurotransmetteurs (Glutamate, GABA) soit en inhibant 
directement les récepteurs A1 ou par un mécanisme PKC-dépendant (4).  Les récepteurs 
A2A astrocytaires sont également impliqués dans la libération de neurotransmetteurs tels 
que le glutamate, via l’activation de la PKA (5). Enfin les récepteurs A2A modulent la 
recapture tant neuronale que gliale des neurotransmetteurs. L’activation des récepteurs 
A2A astrocytaires hétérodimérisés, stimule par exemple la recapture du GABA par les 
transporteurs GAT1/3 (6). De la même manière, les récepteurs A2A neuronaux vont lever 
l’inhibition médiée par la PKC sur les récepteurs GAT1 et permettre ainsi la recapture du 
GABA par les neurones pré-synaptiques.  
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renforcement et la plasticité synaptique. Plusieurs études se sont intéressées au rôle de 

l’adénosine dans ces phénomènes, ce qui met en jeu les récepteurs adénosinergiques post-

synaptiques. L’étude des récepteurs A2A post-synaptiques a ainsi mis en évidence que leur 

activation induit une LTP AMPA-dépendante dans la CA1 de l’hippocampe via la PKA (Dias 

et al., 2012).  Par ailleurs, il a été observé que la co-activation des récepteurs A2A et mGluR5 

est impliquée dans la mise en place d’une LTP NMDA-dépendante au sein de la CA3 et fait 

intervenir une élévation de la concentration cytosolique de calcium et la protéine kinase Src 

(Rebola et al., 2008). Enfin les récepteurs A2A peuvent trans-activer les récepteurs TrkB 

(Tropomyosin-related kinase), facilitant alors la transmission synaptique et la LTP induite par 

le BDNF, son ligand, dans la CA1 ( Diogenes et al., 2004 ; Fontinha et al., 2008). A l’inverse, 

il a été montré que l’activation des récepteurs A1 post-synaptiques inhibe la mise en place 

d’une LTP NMDA-dépendante dans la CA1 (De Mendonça et Ribeiro, 2000) 

En activant les récepteurs A2A, l’adénosine facilite donc la libération de neurotransmetteurs 

dont certains excitateurs tel que le glutamate, et module la plasticité synaptique. Les 

récepteurs A1 exercent quant à eux une inhibition tonique de la transmission synaptique. Par 

ces effets, l’adénosine est un puissant modulateur de l’activité cérébrale. 

5. Actions centrales de la caféine  

La caféine est un antagoniste non sélectif des récepteurs A1 et A2A. En inhibant les effets de 

l’adénosine, la caféine va modifier la libération et la concentration des principaux 

neurotransmetteurs (Glutamate, Acétylcholine, GABA, catécholamines) dans la fente 

synaptique, ce qui aura des répercussions sur un certain nombre de fonctions cérébrales. Dans 

cette partie seront abordées les conséquences d’une consommation habituelle de caféine sur 

les performances cognitives de l’individu sain. Les effets de la caféine sur le sommeil et 

psychomoteurs seront également aperçus. Les effets neuroprotecteurs de la caféine dans des 

situations neuropathologiques ne seront pas traités. Compte tenu du manque de sélectivité de 

la caféine, les mécanismes d’action sur le cerveau seront disséqués par l’utilisation de 

modèles murins transgéniques invalidés pour le récepteur A1 (A1KO) et A2A (A2AKO) ou 

d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques. 

5.1. Performances cognitives  
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La cognition désigne l’ensemble des phénomènes neurobiologiques impliqués dans 

différentes  fonctions telles que la mémoire, le langage, le raisonnement, l’apprentissage, la 

résolution de problèmes, la prise de décision, la perception ou encore l’attention.  

5.1.1. Mémoire et apprentissage 

La mémoire est une fonction cognitive complexe qui met en jeu plusieurs structures 

cérébrales dans lesquelles l’information est encodée puis stockée et enfin remobilisée. La 

première étape du processus de mémorisation, appelée l’encodage, consiste à conserver les 

informations acquises au cours de l’apprentissage. Les effets de la caféine sur l’apprentissage 

ont été étudiés et les résultats obtenus varient en fonction du paradigme expérimental utilisé. 

Le test du « paired-associated learning » consiste à apprendre un ensemble de mots associés 

par paire, et de mesurer la capacité de l’individu à retrouver le second mot lorsque le premier 

lui est donné comme indice, soit immédiatement après l’apprentissage soit après un certain 

délai. Il a été montré que la caféine n’augmente pas le nombre de mots retrouvés dans les 

deux cas (Yu et al., 1991 ; Smith et al., 1991). De la même manière, dans des tests de 

mémoire verbale, où le sujet doit retrouver le plus de mots possible parmi ceux qui lui ont été 

présentés, beaucoup d’études utilisant des quantités de caféine comprises entre 100 et 400 mg 

ne voient aucun effet (Landrum et al., 1988 ; Loke et al., 1992 ; Rees et al., 1999) néanmoins 

une légère amélioration a parfois été retrouvée (Gupta, 1991 ; Jarvis, 1993 ; Riedel et al., 

1995).  

Il est à noter que les capacités d’apprentissage sont influencées par la concentration de 

l’individu et donc son niveau d’attention, son humeur, ou encore son niveau d’éveil, or en 

modifiant ces différents paramètres la caféine peut moduler la mémoire (voir section 

suivante). Afin de discriminer les effets directs de la caféine sur la mémoire des effets 

indirects (via effets attentionnels ou autre) des techniques d’imagerie cérébrale comme 

l’Imagerie par Résonnance Nucléaire fonctionnelle (IRMf) couplées aux tests de mémoire 

verbale ont été utilisées. Il a ainsi été observé que l’activation du cortex fronto-pariétal (qui 

comprend notamment le cortex cingulaire) et du thalamus, deux régions impliquées 

respectivement dans l’attention et l’éveil (Foucher et al., 2004 ; Chee et al., 2006), sont mis en 

jeu par la caféine (Koppelstaetter et al., 2008). Une étude récente a quant à elle mis en 

évidence une légère association entre l’amélioration de la mémoire verbale par la caféine et 

l’activation du cortex préfrontal dorsolatéral, une structure impliquée dans la planification des 

fonctions exécutives (Klaassen et al., 2013). Ces résultats montrent que la caféine pourrait 
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être impliquée dans l’amélioration des performances cognitives par un mécanisme direct sur 

la mémoire, indépendamment de ses effets positifs sur l’attention , ce qui semble mettre en 

jeu une augmentation de la transmission cholinergique (Riedel et al., 1995 ; Botton et al., 

2010).  

Il existe une grande hétérogénéité dans les résultats des différentes études réalisées qui 

peuvent s’expliquer par la variabilité de l’âge des participants, des tests expérimentaux, de la 

difficulté d’avoir des individus contrôles ayant une concentration plasmatique de caféine 

nulle, ou encore des effets du sevrage précédant les tests (Nehlig et al., 2010). Malgré ces 

différents biais, ces études démontrent que les effets de la caféine sur l’apprentissage et la 

mémoire chez le sujet sain existent, bien que modérés.  

5.1.2. Apprentissage et Vivacité intellectuelle 

La chronométrie mentale est une méthode qui consiste à mesurer le temps de réponse (qui 

correspond à la somme du temps de réaction et d’exécution) face à des stimuli distincts, ce 

qui traduit la vitesse de l’encodage et du traitement de l’information dans le cerveau. Cette 

méthode est fortement utilisée pour mettre en évidence des effets liés à l’attention ou encore 

au niveau d’alerte. Il existe plusieurs types de tests qui diffèrent par la nature et le type de 

stimulus. Au cours du « simple reaction time task », l’individu doit répondre dès qu’il perçoit 

l’unique stimulus présent. Plusieurs stimuli peuvent apparaître au cours du test et engendrer 

soit des réponses différentes en fonction du type de stimulus («choice reaction time task »), 

soit une réponse pour un seul type de stimulus (« Go / no Go reaction »). Enfin l’individu doit 

parfois discriminer des stimuli qui se ressemblent (signal long, court, aigü, grave) dans le 

« dicrimination reaction task ».  

Des étudiants ont effectué un exercice de lecture d’une durée de 75 minutes, 1h après avoir 

reçu 100mg de caféine. A l’issu du test, un questionnaire leur a été distribué dans lequel le 

groupe d’étudiant ayant consommé la caféine se perçoit comme plus éveillé, tonique ou 

encore concentré (Peeling et Dawson, 2007). Des études ont montré que de faibles quantités 

de caféine (32-60mg) améliorent la vivacité intellectuelle de manière dose-dépendante 

(Hewlett et Smith, 2007) ainsi que la concentration (Lieberman et al., 1987). Il a été proposé 

que les effets psychostimulants de la caféine observés dans nombre d’études puissent 

s’expliquer par l’annulation des effets négatifs du sevrage précédant les tests (environ 1 

nuit)(James et Rogers, 2005). Or il a récemment été démontré au cours de tests d’attention et 

de vigilance qu’une dose de 2mg/kg de caféine diminue le temps de réaction, le nombre de 
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réponses erronées et augmente la précision de la réponse de manière identique entre 

consommateur régulier de caféine ayant été sevré avant l’étude et non consommateur, ce qui 

réfute alors cette théorie (Smith et al., 2013a). Ces tests d’attention et de vigilance mettent en 

jeu plusieurs régions du cortex préfrontal ainsi que le cortex cingulaire (Casey et al., 2000 ; 

MacDonald et al., 2000 ; Milham et al., 2005 ; Aarts et al., 2009), dans lesquels une élévation 

de la neurotransmission dopaminergique y est retrouvée (Ko et al., 2009). Par ailleurs, une 

augmentation de l’activité neuronale de ces structures par la caféine a été observée 

(Koppelstaetter et al., 2008). Les effets attentionnels de la caféine pourraient alors être le 

résultat du blocage des récepteurs A2A (dont l’activation inhibe les récepteurs à la dopamine 

D2) et donc d’une augmentation de la réponse dopaminergique (Ferré, 1997). Une étude 

expérimentale réalisée chez le rat a ainsi montré qu’un antagoniste A2A mime les effets 

positifs de la caféine sur l’attention (Higgins et al., 2007). De plus, chez le rat hypertendu, un 

modèle reconnu de trouble du déficit de l’attention avec hyperactivité, des déficits 

attentionnels associés à une réduction de la quantité corticale de dopamine sont retrouvés. Il a 

été observé dans ce modèle que la caféine réduit significativement les troubles de l’attention 

et normalise la concentration extraneuronale de dopamine par réduction de sa recapture 

(Pandolfo et al., 2013). Les sujets extravertis sont plus sensibles aux effets de la dopamine dû 

à des modifications fonctionnelles du système dopaminergique mésolymbique (système de 

récompense) (Depue et Collins, 1999 ; Smillie et al., 2011 ; Baik et al., 2012). Un antagoniste 

des récepteurs D2 chez ces derniers a été associé à une réduction des performances cognitives 

(Wacker et al., 2006). Il a été mis en évidence que les effets psychostimulants de la caféine 

sont plus importants chez les sujets extravertis qu’introvertis (Smillie et Gökçen, 2010 ; 

Smith, 2013b), ce qui semble confirmer que la caféine augmente la concentration et la 

vivacité par un effet indirect sur la libération de la dopamine, ce qui améliore in fine les 

performances cognitives du consommateur. 

5.1.3. Performance cognitive et fatigue 

Une des motivations à consommer de la caféine s’explique par sa capacité à maintenir les 

performances intellectuelles dans des conditions de fatigue. Il a été observé que 200mg de 

caféine augmente davantage les performances intellectuelles chez des étudiants fatigués que 

reposés (Lorist et al., 1994). Dans ces conditions, le temps de réponse est réduit et l’encodage 

de nouvelles informations est amélioré. La caféine prévient alors de la dégradation des 

performances cognitives induite par la fatigue. Toutefois, ces effets restent limités. En effet, 

dans des situations de fatigue extrême induite par 2 fois 40h de restriction de sommeil séparée 
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d’une semaine, la caféine parvient à préserver les performances cognitive simple alors qu’elle 

ne maintient pas les performances cognitives complexes (Gottselig et al., 2006). Une autre 

étude a néanmoins montré que 200 ou 300mg de caféine amélioraient la vigilance, 

l’apprentissage et la mémoire après 72h de restriction de sommeil chez des soldats de l’US 

Navy (Lieberman et al., 2002). Ces études montrent que la caféine peut modérément 

normaliser le déclin des performances cognitives induit par la fatigue.  

5.2. Sommeil 

La quantité extracellulaire d’adénosine suit un rythme circadien et régule l’alternance des 

phases éveil / sommeil. Sa concentration augmente durant la phase d’éveil et diminue au 

cours du sommeil (pour revue : Huang et al., 2011). Beaucoup d’individus modèrent leur 

apport en caféine en fin de journée compte tenu de ses effets délétères vis à vis du sommeil : 

temps d’endormissement plus élevé / réduction de la qualité et de la profondeur du sommeil 

(Landolt et al., 1995 ; Drapeau et al., 2006). Ces effets semblent impliquer les récepteurs A2A. 

Il a en effet été observé que des doses de 5, 10 et 15mg/kg de caféine augmentent le temps 

d’éveil chez des souris WT et A1 KO contrairement aux souris A2AKO (Huang et al., 2005). 

Par ailleurs, les individus porteur du polymorphisme c.1083C (génotype C/C) du gène 

ADORA (codant pour le récepteur A2A) sont davantage susceptibles à la détérioration du 

sommeil induite par la caféine (Rétey et al., 2007). Enfin l’invalidation sélective des 

récepteurs A2A localisés dans le noyau accumbens, une structure neuro-anatomique jouant 

l’interphase entre le système limbique et le système locomoteur (Groenewegen et Trimble, 

2007), prévient à la fois des effets psychomoteurs et d’éveil de la caféine (Lazarus et al., 

2011). Ces résultats suggèrent que les effets de la caféine sur le sommeil sont au moins 

partiellement le résultat d’une stimulation de l’activité locomotrice.  

5.3. Effets psychomoteurs 

Compte tenu de la forte expression des récepteurs A2A dans le striatum, une structure 

impliquée dans la motricité extra-pyramidale, les effets psychomoteurs de la caféine 

pourraient mettre en jeu ces récepteurs. En effet, des études ont révélé que la stimulation 

motrice induite par la caféine (6,25-25mg/kg) n’est plus observée chez les souris invalidées 

pour les récepteurs A2A (El Yakoubi et al., 2000). Un effet dépresseur y a même été retrouvé 

(Ledent et al., 1997). A l’inverse, les effets de la caféine sont faiblement modulés lors du 

blocage des récepteurs A1. L’utilisation de souris fbA2AKO , un modèle dans lequel seuls les 

récepteurs A2A neuronaux du striatum, cortex et hippocampe sont invalidés, a permis 
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d’identifier ces récepteurs comme la cible des effets moteurs de la caféine (Yu et al., 2008b).  

Dans le striatum, les récepteurs A2A antagonisent les effets médiés par les récepteurs à la 

dopamine de type 2 (D2) par un mécanisme d’hétérodimérisation (Ferré et al., 1997).  

L’inhibition de la libération de GABA par les récepteurs D2 est donc prévenue par l’activation 

des récepteurs A2A ce qui va avoir pour conséquence de réduire l’activité de la voie indirecte  

des ganglions de la base (Striatum – Globus pallidus pars externa (GPe) – Noyau 

Subthalamique) et donc la motricité associée. La levée d’inhibition des récepteurs D2 par le 

blocage des récepteurs A2A explique alors les effets moteurs de la caféine, bien que 

partiellement (pour revue voir Fisone et al., 2004). En effet, ces effets psychomoteurs sont 

retrouvés chez les souris WT mais également chez les souris D2R KO de manière plus 

modérée (Zahniser et al., 2000 ; Chen et al., 2001). Il a également été mis en évidence un rôle 

de DARPP-32, une molécule de la signalisation à la dopamine, puisque les souris DARPP-

32KO ont une réponse motrice à la caféine considérablement réduite. Les effets moteurs de la 

caféine D2R dépendants s’expliquent donc par l’activation de DARPP-32, notamment via la 

phosphorylation  du résidu thréonine 75 (Lindskog et al., 2002).  

	  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	   66	  

Chapitre 6 : Caféine, récepteurs adénosinergiques et  

maladie d’Alzheimer 

 
La concentration plasmatique de caféine retrouvée à la suite d’une consommation habituelle 

est uniquement compatible avec le blocage des récepteurs adénosinergiques, principalement 

A1 et A2A (Fredholm et al., 1999). L’inhibition centrale de ces récepteurs va alors moduler la 

plasticité synaptique et être à l’origine des effets psychostimulants et psychomoteurs de la 

caféine détaillés dans le chapitre 4. L’amélioration des performances cognitives induite par la 

caféine est davantage visible chez le sujet âgé que jeune chez qui ces dernières se dégradent 

(Jarvis, 1993). De manière concomitante, il a été observé une modification du métabolisme 

extracellulaire de l’adénosine au cours du vieillissement (Cunha et al., 2001), en parallèle 

d’une augmentation de la densité et de l’activité facilitatrice des récepteurs A2A contre une 

réduction des récepteurs A1 (Lopes et al., 2002 ; Rebola et al., 2003). Dans ce contexte, le 

blocage de ces récepteurs par la caféine va avoir des conséquences différentes sur l’activité 

cérébrales et les performances cognitives. 

1. Effets de la caféine sur le déclin cognitif 

1.1. Au cours du vieillissement normal 

Au cours du vieillissement dit normal, des changements s’opèrent au sein du cerveau. Une 

perte de la coordination de l’activité des différentes structures cérébrales est notamment 

observée, ce qui se traduit par une détérioration lente et progressive des performances 

cognitives (Andrews-Hanna, 2007 ; Bishop et al., 2010). Dans ce contexte, une étude 

rétrospective réalisée chez des sujets en bonne santé et âgés de plus de 65ans a montré que la 

consommation chronique de caféine est associée à une amélioration des performances 

cognitives bien qu’observée uniquement chez les femmes (Johnson-Kozlow et al, 2002). Par 

ailleurs, des études longitudinales ont observé un ralentissement du déclin cognitif par la 

caféine chez les femmes (Richie et al., 2007) mais également chez les hommes (Van Gelder et 

al., 2007). Cet effet neuro-protecteur de la caféine semble dose-dépendant et maximal pour 

une consommation de 3 tasses de café par jour soit environ 200mg de caféine (Van Gelder et 

al., 2007). La différence observée entre homme et femme dans certaines études n’est pas 

clairement expliquée. Une variation dans la pharmacocinétique du métabolisme de la caféine 

(Carrillo et al., 1996 ; Relling et al., 1992) ou encore la réduction du taux d’œstrogène 

circulant (Ascherio et al., 2004) pourraient en être à l’origine  
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Le ralentissement du déclin cognitif induit par la caféine ne se limite pas au vieillissement 

mais est également présent dans d’autres situations pathologiques dans lesquelles se retrouve 

une altération des performances mnésiques. L’utilisation de modèles animaux a ainsi mis en 

évidence que la caféine réduit les déficits cognitifs induit par les troubles de l’attention avec 

hyperactivité, le stress, l’alcool, le diabète, la maladie de Parkinson ou encore la MA (pour 

revue Cunha et Agostinho, 2010).   

1.2. Au cours de la maladie d’Alzheimer 

La détérioration des facultés intellectuelles est un processus normal du vieillissement qui se 

traduit généralement par des pertes de mémoire. Ces altérations peuvent être beaucoup plus 

marquées et donner naissance à des troubles cognitifs sévères, on parle alors de démences 

dont la plus répandue est la démence de type Alzheimer. Plusieurs études épidémiologiques se 

sont intéressées au lien existant entre la consommation chronique de caféine et l’apparition de 

la MA. L’étude longitudinale de Lindsay et al., 2002 a ainsi mis en évidence que les individus 

consommateurs de caféine réduisent le risque de développer la MA sur 5 ans de 31%., faisant 

de la caféine un facteur protecteur. De manière similaire, il a été montré que la consommation 

de 3 à 5 tasses de café par jour vers 40-50ans réduit de 65% le risque de développer la MA 21 

ans plus tard (Eskelinen et al., 2009). Rétrospectivement, il a en effet été observé une 

corrélation inverse entre l’apparition de la MA et la consommation de caféine des 20 années 

précédentes. Les patients atteints de la MA consommaient en moyenne 73,9 ± 97,9mg de 

caféine  contre 198,7 ± 135,7mg chez les sujets sains (Maia et de Mendonça, 2002). Alors 

qu’elle réduit l’incidence de la MA, il a été observé que la caféine ralentit la progression des 

altérations cognitives. L’étude longitudinale de Cao et al., 2012 a ainsi mis en évidence que la 

concentration plasmatique de caféine est en moyenne 51% plus faible chez les patients MCI 

(mild cognitive impairment) évoluant 2 à 4 ans plus tard vers un statut cognitif plus sévère 

qualifié de dément (MCI=>DEM) par rapport aux patients MCI conservant le même statut 

(MCI =>MCI).  Il a en outre été montré que la moitié des patients MCI=>MCI ont une 

concentration plasmatique supérieure ou égale à 6µM alors que cette dernière est 

systématiquement retrouvée inférieure chez les patients MCI=>DEM. La consommation 

chronique de caféine permet donc de retarder l’âge des premières manifestations cliniques de 

la MA mais également sa progression. Ces observations ont fait l’objet de revues à retrouver 

en annexe : Blum et al., 2012 ; Flaten, Laurent et al., sous presse. 
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2. Les récepteurs adénosinergiques comme cible thérapeutique de la MA  

2.1. Apport de la caféine 

Plusieurs études expérimentales ont mis en évidence qu’une consommation chronique de 

caféine réduit les altérations cognitives induites par Aβ aussi bien lors d’un traitement 

préventif que curatif. L’étude d’Arendash et al., 2006, réalisée chez des souris APPsw (un 

modèle murin transgénique mimant la pathologie amyloïde retrouvée dans la MA), a utilisé  

1,5mg de caféine par jour ce qui représente une quantité de 500mg de caféine chez l’homme 

soit environ 5 tasses de café. Le traitement a débuté à l’âge de 4 mois, et s’est terminé à 9 

mois. La fonction cognitive de ces animaux a été évaluée à 9mois-9,5mois par différents tests 

comportementaux de mémoire spatiale/de travail/de reconnaissance et ont montré que la 

caféine prévenait des déficits cognitifs observés chez les souris APPsw. Les problèmes 

comportementaux de ces souris sont dus aux formes oligomériques d’Aβ et non aux dépôts 

amyloïdes qui ne sont pas encore formés au sein de l’hippocampe ou du cortex à cet âge. Les  

formes solubles Aβ1−40 et Aβ1−42 ont alors été mesurées dans l’hippocampe et sont plus 

faibles chez les souris APPsw traitées par rapport aux souris APPsw non traitées. La réduction 

de BACE-1 et PS1 observée suggère une diminution de la production du peptide amyloïde par 

la caféine (Arendash et al., 2006). De la même manière, un traitement de 0,5 et 30mg de 

caféine par jour (soit 60mg chez l’homme) a été administré pendant 12 semaines à des lapins 

nourris avec une alimentation riche en cholestérol (CHOL) , un modèle de pathologie Tau et 

amyloïde (Prasanthi et al., 2010). Il a été observé une réduction de Aβ1−40 et Aβ1−42 dans 

l’hippocampe associée à une baisse de BACE-1 et APP chez les lapins CHOL traités aux 

deux doses de caféine par rapport aux lapinx CHOL non traités. En plus de cet effet sur la 

production d’Aβ, la caféine pourrait augmenter la clairance du peptide comme suggéré par 

l’augmentation d’IDE chez les lapins CHOL traités à 0,5mg de caféine (Prasanthi et al., 

2010). Par ailleurs, il a été montré qu’un traitement curatif de la caféine peut reverser les 

altérations comportementales et histopathologiques induites par Aβ et déjà établies. En effet, 

une consommation de caféine de 1,5mg par jour pendant 4-5 semaines chez des souris APPsw 

âgées de 18-19mois réverse leurs déficits cognitifs et diminue les formes solubles  Aβ1−40 et 

Aβ1−42 dans le cortex et l’hippocampe (Arendash et al., 2009). Il a également été montré que 

les souris APPsw traitées à la caféine présentent une baisse de 40% et 46% respectivement 

dans l’hippocampe et le cortex entorhinal des dépôts amyloïdes. Enfin une réduction de 

BACE-1 a été observée, ce qui mettrait en jeu la voie cRaf-1/NFκB. En effet, la caféine 

restaure l’activité de la PKA qui est réduite chez les souris APPsw, ce qui diminue la 
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phosphorylation de cRaf en Ser338 diminue l’activité du facteur de transcription NFκB qui 

n’induit plus l’expression de BACE-1, ce qui contribue à réduire la charge amyloïde centrale 

(Arendash et al., 2009). Une réduction de l’activité et de l’expression de GSK-3 a également 

été observée in vitro ce qui peut moduler la production de Aβ via PS1 mais également la 

phosphorylation de Tau  (Arendash et al., 2009 ; Prasanthi et al., 2010). Enfin, il a été montré 

in vivo qu’un traitement court de caféine chez des souris WT (2 semaines – 40mg/kg soit 

environ 2 tasses de café) pourrait stimuler l’expression de la glycoprotéine P et ainsi faciliter 

la clairance du peptide amyloïde (Abuznait et al., 2011 ; Qosa et al, 2012). Les quantités de 

caféine utilisés dans ces études sont uniquement compatibles avec le blocage des récepteurs 

A1 et A2A (Fredholm et al., 1999), suggérant que leur blocage est à l’origine des effets de la 

caféine observés vis à vis de la pathologie amyloïde.  

2.2. Effets du blocage ciblé des récepteurs A1 et A2A sur la physiopathologie de la MA 

2.2.1. Récepteurs A1 

Un profil de localisation des récepteurs adénosinergiques différent au cours de la MA a été 

révélé, bien que leur rôle dans la régulation de la physiopathologie de la MA soit mal connu. 

Des études post-mortem ont mis en évidence une augmentation du nombre et de la densité des 

récepteurs A1 et A2A (par Binding et WesternBlot) au sein du cortex préfrontal de patients 

atteints de la MA à un stade précoce et avancé (Albasanz et al., 2008). De plus, une 

redistribution de ces récepteurs a été observée dans le cortex et l’hippocampe de ces patients 

telle qu’une augmentation de la quantité de récepteurs A1, observée dans les neurones où une 

accumulation anormale de protéine Tau est visible ou encore au sein de neurites 

dystrophiques présents dans les plaques séniles. Une augmentation de l’expression 

microgliale du récepteur A2A est également observée au sein de l’hippocampe (Angulo et al., 

2003). L’expression transcriptionnelle de ces récepteurs reste quant à elle inchangée. Il a par 

ailleurs été montré dans une lignée cellulaire de neuroblastome humain (SH-SY5Y), que 

l’activation des récepteurs A1 promeut la phosphorylation de Tau à travers la signalisation 

p21Ras/Erk (Angulo et al., 2003). Le blocage de ces récepteurs par la caféine peut alors 

réduire la phosphorylation de tau et moduler la pathologie tau retrouvée dans la MA. Il faut 

toutefois prendre en considération les effets inverses obtenus à la suite d’un blocage aigu vs 

chronique de ces récepteurs. En effet, une augmentation de l’expression et de l’activité des 

récepteurs A1 est observée dans le second cas. C’est pourquoi le blocage aigu des récepteurs 

A1 est délétère au cours d’ischémie ou de traumatismes cérébraux, deux pathologies dans 

lesquelles est observée un phénomène d’excitotoxicité, mais s’avère neuroprotecteur en 
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situation chronique en raison de leur effet dépresseur sur l’activité neuronale (Jacobson et al., 

1996 ; Li et al., 2008). Malgré ces effets intéressants, les récepteurs A1 ne sont pas une bonne 

cible thérapeutique. En effet, alors que l’utilisation d’agonistes conduit à une désensibilisation 

rapide de ces récepteurs A1 (Coelho et al., 2006 ; León et al., 2009), les antagonistes sont 

associés à des effets périphériques délétères et notamment une élévation de la pression 

artérielle (Brown et al., 2006 ; Russell et al., 2006).  

2.2.2. Récepteurs A2A 

2.2.2.1. Mécanismes neuronaux 

La caféine peut également exercer ses effets par le blocage des récepteurs A2A. Il a en effet été 

observé que le blocage spécifique des récepteurs A2A, et non A1, reproduit les effets observés 

par la caféine (1-25µM) sur la réduction de la neurotoxicité induite par Aβ dans une culture 

primaire de cellules granulaires du cervelet (Dall’Igna et al., 2003). Ces effets ont été 

confirmés in vivo où l’administration sub-chronique de caféine (30mg/kg - 1 fois par jour 

pendant 4jours) et d’un antagoniste A2A, réduisent tout deux les déficits cognitifs induits par 

l’injection icv d’Aβ (Dall’Igna et al., 2007). L’étude de Canas et al., 2009 révèle également 

que le blocage des récepteurs A2A, tant pharmacologique que génétique, prévient des 

altérations cognitives induites par l’injection aigüe d’Aβ.  De plus il a démontré que leur 

inhibition prévient de la perte de l’intégrité synaptique (baisse de la synaptophysine, SNAP-

25) médiée par Aβ par un mécanisme p38 MAPK dépendant. L’injection de scopolamine ou 

de MK-801, respectivement un inhibiteur des récepteurs muscariniques de l’acétylcholine et 

un antagonisme des récepteurs NMDA, peut rapidement (en à peine 30 minutes) induire des 

troubles cognitifs sévères. Alors que le SCH58261 et le KW6002, deux inhibiteurs 

spécifiques des récepteurs A2A, contrecarrent tout deux les altérations mnésiques observées 15 

jours après l’injection icv d’Aβ, il n’a été mesuré aucun effet de ces antagonistes sur le déficit 

mnésique induit par l’injection aigüe de scopolamine ou de MK801 (Cunha et al., 2008). Ces 

résultats suggèrent que les dysfonctionnements mnésiques observés font intervenir des 

processus différents. En effet, il est intéressant de remarquer que le blocage des récepteurs 

A2A peut contrer la synaptotoxicité médiée par Aβ à l’origine de la dégénérescence neuronale 

qui conduira de manière lente et progressive à l’apparition de dysfonctionnements mnésiques. 

A l’inverse, l’absence d’effet observé suite à l’injection aigüe de MK801 et de scopolamine 

suggère que ces récepteurs n’affectent pas directement les bases pharmacologiques de la 

mémoire. (Cunha et al., 2008), ce qui est en accord avec les effets de la caféine sur la 
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mémoire en absence vs présence d’altérations mnésiques (Cunha et Agustino, 2010 ; Nehlig, 

2010). Toutefois il a été montré que le blocage des récepteurs A2A peut améliorer la mémoire 

de travail ou encore la mémoire spatiale des souris (Wang et al., 2006 ; Zhou et al., 2009). De 

la même manière, des effets délétères sur la mémoire de travail ont été retrouvés dans un 

modèle de rat transgénique qui surexprime le récepteur A2A spécifiquement dans le cerveau 

(Giménez-Llort et al., 2007). Le blocage des récepteurs A2A peut donc réduire les déficits 

mnésiques autrement que par une baisse de la synaptotoxicité induite par Aβ.  

2.2.2.2. Mécanismes non neuronaux 

Les récepteurs A2A ont une localisation neuronale mais également gliale puisqu’ils sont 

retrouvés au sein des astrocytes et des cellules microgliales. Les récepteurs A2A gliaux 

participent donc aux effets bénéfiques détaillés précédemment. Il a en effet été observé que le 

blocage pharmacologique des récepteurs A2A contrecarre la réduction de la recapture 

astrogliale de glutamate induite par Aβ en normalisant l’expression de GLT-1 et GLAST au 

sein des astrocytes ce qui prévient des phénomènes d’excitotoxicité au glutamate et donc de la 

mort neuronale (Matos et al., 2012). Les récepteurs A2A gliaux participent par ailleurs au 

contrôle de la neuro-inflammation. Il a ainsi été mis en évidence que l’activation des 

récepteurs A2A stimule la motilité et l’activité des cellules microgliales (Orr et al., 2009), en 

augmentant la libération de NO ou encore de PGE2 (Saura et al., 2005 ; Fiebich et al., 1996). 

Par ailleurs, ils stimulent la prolifération et l’activité des astrocytes (Hindley et al., 1994). Une 

inflammation cérébrale exerce des effets délétères sur la plasticité synaptique et favorise les 

dysfonctionnements mnésiques (Yirmiya et al., 2002 ; Sparkman et al., 2005). La libération 

d’IL-1β, un marqueur précoce de l’inflammation, peut ainsi altérer la LTP hippocampique en 

augmentant l’activité de p38 MAPK (Tong et al., 2012). La réduction de l’activité microgliale 

induite par la minocycline permet quant à elle de restaurer une LTP dans la CA1 chez le rat 

âgé (Liu et al., 2012). Les effets neuroprotecteurs observés à la suite du blocage des 

récepteurs A2A peuvent donc s’expliquer par une réduction des effets négatifs induits par la 

neuro-inflammation. Il a été montré in vitro que le SCH58261, un antagoniste des récepteurs 

A2A prévient l’exacerbation de la neurotoxicité au glutamate induite par IL-1β en réduisant la 

phosphorylation de p38 MAPK et JNK (Simões et al., 2012). De la même manière, le blocage 

des récepteurs A2A prévient l’augmentation de IL-1β induit par le LPS, et donc 

l’augmentation de p38 MAPK, JNK et caspase 3. Il en résulte une atténuation des altérations 

de la LTP hippocampique chez les rats traités au LPS + SCH58261 par rapport aux rats traités 
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au LPS seul (Rebola et al., 2011). Il a été montré de manière intéressante que les effets pro-

inflammatoires liés à l’activation des récepteurs A2A sont sous la dépendance des niveaux de 

glutamate présents dans le milieu extracellulaire. En effet, en présence de faibles 

concentrations de glutamate (100µM), l’utilisation de CGS21680, un agoniste des récepteurs 

A2A, réduit l’induction de iNOS par le LPS in vitro en augmentant la PKA. A l’inverse, pour 

des concentrations de glutamate supérieures à 500µM, l’activation des récepteur A2A devient 

pro-inflammatoire et fait intervenir la PKC (Dai et al., 2010). Ces résultats permettent de 

comprendre les effets neuroprotecteurs observés à la suite du blocage des récepteurs A2A dans 

des situations où une excitotoxicité au glutamate est présente. Par ailleurs, ils fournissent une 

explication à la dichotomie retrouvée dans les effets des récepteurs A2A et de leur modulation 

dans des situations pathologiques affectant les organes périphériques vs le cerveau (pour 

revue : Haskó et Pacher, 2008). Il ne faut enfin pas sous-estimer le rôle des récepteurs A2A 

périphériques, et notamment ceux localisés au sein des cellules leucocytaires (lymphocytes, 

monocytes, neutrophiles), dans la modulation de pathologies centrales (Yu et al., 2004).  

2.3. Modulation de la pathologie Tau  

Bien qu’il ait été démontré des effets bénéfiques de la caféine et du blocage des récepteurs 

A2A vis à vis du versant amyloïde de la MA, très peu d’études se sont intéressées aux 

conséquences de la modulation des récepteurs adénosinergiques sur la pathologie tau. Jusqu’à 

présent, les quelques études disponibles se sont focalisées sur les effets de la caféine. Il a en 

effet été observé que son utilisation peut contrebalancer la mort neuronale induite par 

l’expression de protéines tau mutées dans un modèle de culture primaire de neurones 

hippocampiques (Stoppelkamp et al., 2011). Par ailleurs, elle réduit in vitro la 

phosphorylation de la protéine tau sur certains épitopes, en modulant la voie de signalisation 

akt dans des neurones corticaux de rat. (Currais et al., 2011). Cette dernière étude a 

néanmoins utilisé des concentrations bien plus élevées que celles retrouvées à la suite d’une 

consommation habituelle de caféine (>10mM) (Fredholm et al., 1999), ce qui interpelle sur la 

pertinence physiologique de ces résultats. Enfin il a été observé qu’un traitement de 12 

semaines de caféine à une concentration de 30 mg/jour module l’hyperphosphorylation de la 

protéine tau induit par le régime riche en cholestérol chez le lapin (Prasanthi et al., 2010). Les 

effets de la caféine sur la pathologie Tau peuvent impliquer une réduction de l’activité de la 

GSK3 mais globalement, les mécanismes sous jacents sont peu connus. De plus, la littérature 

existante est insuffisante pour estimer le potentiel des récepteurs adénosinergiques comme 

cible thérapeutique vis à vis de la pathologie tau. Il a uniquement été observé jusqu’à présent 
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que l’activation des récepteurs A1 dans la lignée SY5Y augmente la phosphorylation de tau 

par un mécanisme faisant intervenir la voie p21Ras/Erk, suggérant un effet bénéfique de la 

caféine sur la pathologie tau par le blocage de ces récepteurs. Les liens entre le blocage des 

récepteurs A2A et la pathologie tau demeurent actuellement inconnus. Pourtant, l’utilisation 

d’antagoniste d’A2A est une approche intéressante cliniquement de par l’absence d’effets 

secondaires délétères retrouvés chez l’homme. De plus, certains tel que l’istradefylline (KW-

6002) font actuellement l’objet d’essai clinique notamment dans la maladie de Parkinson 

(Chen et al., 2013). L’objectif de mon travail de thèse a alors consisté à déterminer les effets 

du blocage de ces récepteurs dans un modèle de pathologie tau.  
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Objectifs du travail de thèse 

 

Un des objectifs de ce travail de thèse consiste à caractériser les différents aspects de la 

réponse neuro-inflammatoire dans un modèle de pathologie tau.  

 

La MA est une maladie neurodégénérative incurable qui se traduit par une atteinte progressive 

des fonctions cognitives, en premier lieu les fonctions mnésiques. Elle se traduit d’un point de 

vue histopathologique par la présence conjointe de deux lésions caractéristiques que sont la 

pathologie amyloïde et la DNF, mais également d’une perte neuronale et synaptique ainsi que 

d’une réponse neuro-inflammatoire. Les mécanismes moléculaires et cellulaires conduisant à 

l’apparition et la progression de la maladie ne sont actuellement pas totalement élucidés. Afin 

de mieux appréhender ces différents processus, l’utilisation de modèles animaux est 

nécessaire. Même s’ils ne reproduisent que partiellement les caractéristiques de la MA et 

qu’ils se focalisent uniquement sur certains aspects, ils permettent d’identifier différents 

mécanismes pathologiques. 

 

Plusieurs modèles de pathologie tau ont été crées. Les premiers d’entre eux surexpriment une 

isoforme 3R ou 4R de la protéine tau humaine non mutée et reproduisent en partie certaines 

caractéristiques retrouvées dans la MA telle que l’hyperphosphorylation de tau et sa 

relocalisation somato-dendritique (Götz et al., 1995 ; Brion et al., 1999). Une réduction de la 

solubilité de tau est également observée au cours du vieillissement mais conduit à la 

formation d’agrégats uniquement à un âge très tardif. Par ailleurs une hyperphosphorylation 

de tau observée au sein de la moelle épinière est indicateur de la présence de problèmes 

moteurs (Spittaels et al., 1999 ; Ishihara et al., 2001). De manière séduisante a été générée la 

lignée htau par transfert d’un mini-gène de tau humain. Ces souris expriment les 6 isoformes 

de la protéine et sont invalidées pour la protéine tau murine. Elles présentent une 

accumulation somato-dendritique de protéines tau phosphorylées, des PHF, une distribution 

spatio-temporelle de la pathologie tau comparable à ce qui est observée dans la MA ainsi que 

des troubles cognitifs et des altérations synaptiques de  façon dépendante de l’âge (Andorfer 

et al., 2003 ; Polydoro et al., 2009). Ce modèle de tauopathie est intéressant dans l’étude de 

l’épissage de tau mais possède l’inconvénient d’être relativement instable (McMillan et al., 

2008). D’autres modèles de pathologie tau tels que les lignées PS19, JNPL3, rTg4510, 
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TauRD/ΔK280 et THY-Tau22, se sont quant à eux basés sur l’existence de mutations du gène 

tau dans les FTDP-17. Les souris de la lignée PS19 expriment le gène codant pour la protéine 

tau humaine mutée sur le site P301S. Il s’agit d’un modèle agressif de pathologie tau qui 

présente précocement (avant 6mois) et de façon dépendante de l’âge une 

hyperphosphorylation de tau, une réduction de sa solubilité ainsi qu’une mort neuronale. La 

pathologie tau est présente dans la moelle épinière ce qui conduit à l’apparition progressive de 

troubles moteurs entrainant une paralysie puis la mort de l’animal vers 9-12mois (Yoshiyama 

et al., 2007). De la même manière, les souris de la lignée JNPL3 générées par l’expression de 

la protéine tau humaine mutée sur le site P301L, présentent une pathologie tau cérébrale et 

médullaire à l’origine de troubles comportementaux et moteurs de façon dépendante de l’âge, 

en parallèle d’une mort neuronale. Ces modèles permettent d’étudier les différents processus 

cellulaires et moléculaires à l’origine de la dégénérescence neuronale induite par tau (Lewis et 

al., 2000).   Les modèles rTg4510 et TauRD/ΔK280 sont des modèles de pathologie tau 

inductibles qui possèdent respectivement les mutations P301L et ΔK280. Chez les souris 

rTg4510, l’hyperphosphorylation de tau et sa nucléation sont des phénomènes très précoces 

(2,5-4mois) qui coïncident avec l’apparition de troubles comportementaux et précèdent la 

mort neuronale (à partir de 5,5mois). Ce modèle et les souris ΔK280 permettent de mesurer 

les effets pro-toxiques des formes agrégées de tau sur la mort neuronale et les troubles 

comportementaux (SantaCruz et al., 2005 ; Mocanu et al., 2008). La présence d’une 

dégénérescence neuronale relativement précoce dans ces modèles ne permet toutefois pas 

d’appréhender les effets directs de la pathologie tau sur les altérations synaptiques, 

comportementales et sur la réponse neuro-inflammatoire. 

 

Au sein du laboratoire, nous disposons de la lignée THY-Tau22. Ces souris surexpriment à 

l’état hétérozygote l’isoforme 1N4R du gène mapt muté sur les sites P301S et G272V, sous le 

contrôle du promoteur neuronal Thy1.2 (Figure 23).  

      

Figure 23 Construction du transgène. L’isoforme 1N4R du gène tau humain, codant 
pour 412 acides aminés, présente les deux mutations G272V et P301S dans l’exon 10, 
au niveau d’une région permettant la fixation de la protéine aux microtubules. Le 
transgène est sous le contrôle du promoteur neuronal Thy1.2 (Schindowski et al., 
2006).   
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Dix copies de transcrits sont présentes dans le cerveau de ces animaux alors que l’expression 

du transgène est résiduelle dans la moelle épinière et innexistante dans les organes 

périphériques (Figure 24). De plus, la pathologie tau affecte très modérément les structures 

cérébrales impliquées dans la locomotion comme le striatum, ce qui permet d’obtenir un 

modèle exempt de trouble moteur (Schindowski et al., 2006).  

 

        	  

	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Le modèle THY-Tau22 développe une pathologie tau qui prend naissance dans le subiculum 

et la région CA1 de l’hippocampe dès l’âge de 3mois, puis s’étend progressivement dans la 

CA3, le gyrus denté et le cortex en suivant une distribution spatio-temporelle fidèle à ce qu’il 

s’observe durant le stade prodromal de la MA. Les études biochimiques d’extraits 

hippocampiques de ces animaux permettent de mettre en évidence une hyperphosphorylation 

de la protéine tau sur certains épitopes (Ser396, Ser404, Thr231/Ser235, Ser202/Thr205) ainsi 

qu’une phosphorylation anormale sur les épitopes Thr212/Ser214 (AT100) et Ser422 de façon 

dépendante de l’âge, ce qui reflète la progression de la pathologie tau. Par ailleurs l’immuno-

réactivité de l’anticorps conformationnel AT100 sur des coupes d’hippocampe permet de 

Tau$total$

!B!!A!

Figure 24 Phénotype moteur des souris THY-TAU22. L’expression par western-blot de la 
protéine tau totale révèle une expression principalement cérébrale. Une expression à 
l’état de trace se retrouve dans la moelle épinière mais qui n’a aucune incidence sur la 
locomotion des animaux (A). En effet, le test de la queue suspendue met en évidence un 
réflexe de préhension comparable entre animaux WT et THY-Tau22 à 10mois (B). 
L’absence d’altération motrice chez ces animaux permettra de réaliser sans aucune 
perturbation les différents tests comportementaux nécessaires à la caractérisation du 
modèle (Schindowski et al., 2006).   
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mesurer d’une part le nombre de neurones AT100-positifs au cours du temps et donc la 

progression de la pathologie, mais révèle également de manière tout à fait intéressante une 

relocalisation somato-dendritique de la protéine tau (Figure 25), caractéristique retrouvée 

dans le cerveau des patients atteints de la MA.  

 

	   	   	  	  	  	  	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

 

Parallèlement à cette pathologie tau hippocampique, les souris THY-Tau22 développent des 

altérations progressives de leur mémoire spatiale, comme observé par le test de la piscine de 

Morris (Schindowski et al., 2006 ; Van  der Jeugd et al., 2013a ; et Burnouf et al., 2013 Cf 

annexe). Dans ce paradigme expérimental, des déficits de restitutions mnésiques sont en effet 

observés à un âge de 12 mois (Figure 26). De la même manière, le test du Y-maze a confirmé 

l’existence de troubles cognitifs à cet âge (Belarbi et al., 2011 Cf annexe). Par ailleurs, à ces 

altérations cognitives s’ajoutent des perturbations comportementales et psychologiques telle 

qu’une augmentation de l’activité et de l’agressivité. Des signes de dépressions ont également 

été mis en évidence (Van der Jeugd et al., 2013b). 

	  

3.5$mois! 7$mois! 12$mois!

AT100!

$A$ $B$

$C$

Figure 25 Pathologie tau hippocampique des souris THY-Tau22. A. L’immuno-réactivité de 
l’anticorps AT100 sur les coupes d’hippocampe met en évidence une progression de la 
pathologie tau au sein de la CA1 au cours du vieillissement (A). Ce marquage AT100 a une 
localisation principalement somato-dendritique (B). Les études biochimiques révèlent une 
phosphorylation anormale de la protéine tau de plus en plus intense, sans modification 
majeure de l’expression protéique du transgène, révélée ici par l’anticorps HT7. La 
GAPDH est utilisée comme contrôle de charge.  
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Le modèle THY-Tau22 ne présente aucun signe de mort neuronale avant l’âge de 12mois. En 

effet, l’utilisation du crésyl-violet et de l’anticorps NeuN ne révèle aucune différence dans 

l’épaisseur de la couche pyramidale de la CA1 entre les animaux contrôles et transgéniques 

(Figure 27a). Ces résultats indiquent alors que les altérations comportementales sont 

imputables à la seule pathologie tau et en aucun cas aux conséquences d’une mort neuronale. 

De la même manière, aucune réduction de l’intégrité synaptique n’est observée dans ce 

modèle comme le démontre l’absence de changement d’expression protéique des marqueurs 

synaptiques syntaxine-1, spinophiline et PSD-95 (Van der Jeugd et al., 2011 ; Burnouf et al., 

2013). Il en résulte alors une activité synaptique de base non altérée chez ces animaux comme 

mesurée au cours des études d’électrophysiologie « d’input/output » (Figure 27b). Il a 

toutefois été observé à partir de 10 mois, une réduction du maintien de la LTD chez les souris 

THY-Tau22 (Figure 27c).  
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Figure 26 Altération de la mémoire spatiale des souris THY-Tau22 observée par le test 
de la piscine de Morris. La phase de restitution mnésique se déroule 72h après le dernier 
jour d’apprentissage. La plate forme est ici retirée et le temps passé par les souris dans le 
quadrant où elle y figurait (Target) vs les 3 autres quadrants est mesuré. L’atteinte 
mnésique des souris est alors inversement corrélée au temps passé dans le quadrant cible. 
Une atteinte significative est observée à 12mois chez les souris THY-Tau22.   
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Le développement d’une pathologie tau hippocampique associé à des déficits mnésiques sans 

aucune mort neuronale majeure avant l’âge de 12 mois, fait de la lignée THY-Tau22 un 

excellent modèle dans lequel étudier les différents processus neuro-inflammatoires 

spécifiquement imputables à Tau. En effet, les seules études réalisées dans des modèles de 

tauopathie qui ont observé une réponse neuro-inflammatoire ont soit eu lieu en présence 

d’une dégénérescence neuronale ou se sont uniquement centrées sur la réponse 

astro/microgliale (Bellucci et al., 2004 ; Yoshiyama et al., 2007). Les études 

transcriptionnelles, biochimiques et immuno-histochimiques présentées dans la  première 

partie de mes résultats visent donc à caractériser la réponse neuro-inflammatoire du modèle 

!A!

!C!!B!

Figure 27 Absence de mort neuronale et altération electrophysiologique mineure dans le 
modèle THY-Tau22. Les études immuno-histochimiques réalisées par le crésyl-violet et le 
marquage anti-NeuN ne révèlent aucun signe d’atrophie de la couche pyramidale CA1 de 
l’hippocampe à cet âge (A). Le protocole d’électrophysiologie input/output ne montre 
aucune différence dans l’activité synaptique de base chez les animaux transgéniques à 
10mois. A l’inverse, il a été observé que la LTD, même si son amplitude est comparable 
entre les deux génotypes, n’est pas maintenue chez les souris THY-Tau22 avec un effet 
significatif à partir de 2heures (C) (Van der Jeugd et al., 2011).  
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THY-Tau22 vis à vis de l’astrogliose et la microgliose réactionnelle mais également de 

manière tout à fait intéressante la réponse cytokinique et l’immunité adaptative.  

 

 

La MA est une maladie multifactorielle dont la survenue résulte de la conjonction de 

différents facteurs génétiques et environnementaux. Parmi ces derniers, la consommation 

chronique de caféine apparaît comme un facteur protecteur qui réduit le risque de survenue de 

la maladie mais également sa progression (Maia et de Mendonça, 2002 ; Eskelinen et al., 

2009 ; Cao et al., 2012). Par ailleurs, l’analyse post-mortem de cerveaux appartenants à des 

patients souffrants de la MA, mais également les résultats des études pan-génomiques 

révélants des gènes tels que CR1, CD33 ou TREM surexprimés chez ces patients (Kamboh et 

al., 2012 ; Cruchaga et al., 2013), attestent que la neuro-inflammation est une caractéristique 

importante de la MA et contribue à son développement (voir chapitre 3 de l’introduction). En 

outre, le blocage des récepteurs A2A, par la caféine ou par un antagoniste spécifique réduit 

cette réponse neuro-inflammatoire dans différentes conditions neuropathologiques (Brothers 

et al., 2010 ; Dai et al., 2010 ; Rebola et al., 2011). Dans la mesure où cette dernière est 

associée à la présence de troubles cognitifs et augmente la pathologie tau, il sera intéressant 

de voir dans quelles mesures le blocage des récepteurs A2A influe sur ces différents 

paramètres dans notre modèle THY-Tau22 (Figure 28). Cette étude est d’autant plus 

innovante que les effets de la caféine ou du blocage spécifique des récepteurs A2A sur la 

pathologie tau n’ont jamais été investigués.  

 

 

Le second objectif de ce travail de thèse consiste donc à évaluer l’impact de la caféine et 

du blocage génétique des récepteurs A2A sur les altérations comportementales, la 

pathologie tau et la réponse neuro-inflammatoire des souris THY-Tau22. 
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Figure 28 Représentation 
schématique des conséquences 
directes ou indirectes du blocage des 
récepteurs A2A sur les altérations 
cognitives, la pathologie tau et la 
réponse neuro-inflammatoire dans le 
modèle THY-Tau22.  
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Caractérisation de la réponse neuro-inflammatoire des souris 

THY-Tau22 

 

Objectifs 

 

La neuro-inflammation, bien que non spécifique de la MA, est un processus mis en place dans 

le cerveau des patients en parallèle des deux lésions histopathologiques caractéristiques que 

sont la DNF (ou pathologie tau) et la pathologie amyloïde. Les relations existantes entre cette 

dernière lésion et la réponse neuro-inflammatoire ont fait l’objet de profondes investigations 

et se révèlent particulièrement complexes. En effet, l’activation microgliale et astrogliale par 

Aβ, de même que l’infiltration lymphocytaire, semblent participer à la clairance d’Aβ et des 

dépôts amyloïdes (Fisher et al., 2010 ; Fu et al., 2012). Toutefois, la libération de cytokines 

pro-inflammatoires résultante de cette activation, influe sur le potentiel de phagocytose 

(Koenigsknecht-Talboo et Landreth, 2005 ; Pan et al., 2011) et réduit l’intégrité synaptique et 

neuronale, conduisant alors à une élévation de la charge amyloïde et des troubles mnésiques 

(Fang et al., 2010 ; Simõe et al., 2012 ; Kohman et al., 2013). Il a par ailleurs été observé in 

vivo et in vitro que ces médiateurs de l’inflammation, et notamment l’IL-1β et le TNFα, 

participent à l’hyperphosphorylation et/ou à l’agrégation de la protéine tau (Sheng et al., 

2000 ; Gorlovoy et al., 2009 ; Bhaskar et al., 2010), suggérant alors un rôle délétère de la 

neuro-inflammation sur la pathologie tau. En ce qui concerne la mise en place d’une réponse 

neuro-inflammatoire en présence de la seule pathologie tau, très peu d’études existent. A ce 

jour, les seules études expérimentales réalisées se sont uniquement centrées sur l’activation 

microgliale et astrogliale dans des modèles de tauopathie présentant une mort neuronale 

précoce (Bellucci et al., 2004, Yoshiyama et al., 2007) biaisant alors les effets propres à la 

pathologie tau sur la neuro-inflammation par le relargage de substances antigéniques au cours 

de la dégénérescence neuronale. En ce sens, les souris THY-Tau22 sont un excellent modèle 

de tauopathie dans lequel caractériser les différents aspects de la réponse neuro-

inflammatoire. Une astrogliose et une activation microgliale ont déjà été mis en évidence dans 

ce modèle (Schindowski et al., 2006 et Belarbi et al., 2011 Cf annexe). L’objectif de ce 

travail de thèse fut donc d’approfondir et d’étendre cette caractérisation de la réponse 

immunitaire innée mais également d’investiguer la réponse adaptative en étudiant plus 

particulièrement la réponse chémokinique et l’infiltration lymphocytaire. Ces travaux 

feront l’objet d’une publication prochainement.  
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Matériel et Méthode 

 

Des procédures expérimentales communes à la partie suivante (stabulation des animaux, 

analyses biochimiques et analyses transcriptionnelles) seront détaillées dans l’article Laurent 

et al., (soumis). Pour ces raisons, seules les expérimentations spécifiques à cette partie feront 

l’objet d’une description complète. 

 

Transcriptomique 

Les ARN totaux ont été extraits et purifiés via le kit RNeasy Lipid Tissue mini Kit (Quiagen). 

La qualité des ARN a été déterminée par le RNA 6000 Nano chips et le Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Les échantillons utilisés pour la puce possèdent tous 

un coefficient d’intégrité supérieur à 8,3. Agilent’s quick Amp labelling kit (one color) a été 

utilisé pour générer des ARNc fluorescents. Les ARNc tagués par la cyanine-3 et amplifiés 

ont ensuite été purifiés sur des colonnes (RNeasy mini spin, Quiagen), et hybridés sur 

l’intégralité du génome murin placé sur une micromatrice 4x44K. Les coupes sont ensuite 

rincées et scannées par l’Agilent scanner G2505C selon les informations du fournisseur. La 

conversion de ces images est alors permise par l’utilisation du logiciel Agilent 

FeatureExtraction v.10.5.1.1. Les analyses ont ensuite été réalisées par GeneSpring 10.0 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Le test t de Student suivi d’une correction de 

Benjamin-Hochberg (incrémenté dans le logiciel GeneSpring 10.0) a été utilisé pour réaliser 

les analyses statistiques. Un fold change de 2 a été appliqué (modulation de l’expression d’au 

moins 100% par rapport à la condition contrôle) permettant de révéler 32 gènes différemment 

exprimés. 

 

Analyse Immunohistochimiques 

Les coupes sagittales sériées flottantes (40µm) ont été obtenues en utilisant un cryostat (Leica 

Microsystems GmbH). L’immunohistochimie a été réalisée sur des séries de coupes en 

utilisant les anticorps primaires anti-CD8 (lymphocytes T CD8+ 1:100, Serotec), anti-Mac-

1/CD11b (microglie 1:500, Serotec), anti-GFAP (astrocytes 1:4000, Dako), anti-pSer422 de 

Tau (AP422 1:2000, Biosource). Un anticorps secondaire couplé à une péroxydase a ensuite 

été appliqué. La révélation s’est effectuée au moyen d’un kit ABC (Vector Laboratories) avec 

la 3,3-diaminobenzidine (DAB) comme substrat de la péroxydase. Une fois montée sur lames, 

des photographies des coupes ont été effectuées à l’aide d’un microscope photonique Leica.   
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Immunofluorescence 

Les coupes sagittales sériées flottantes (40µm) ont été obtenues en utilisant un cryostat (Leica 

Microsystems GmbH). L’immunofluorescence a été réalisée sur des séries de coupes en 

utilisant les anticorps primaires suivants : ZO-1 (1:500, Zymed), occludine (1:500, Zymed), 

Ccl3 (1:100 R&D system), Iba-1 et IgG et les anticorps secondaires couplés aux Alexa 488 ou 

568 (Invitrogen). Les sections ont été marquées et montées par le kit Vectashield/DAPI 

(Vector). Les images ont été prises par un microscope apotome (Imager Z1, Zeiss).  

 

Cytométrie de Flux  

Les études de cytométrie de flux ont été réalisées à partir de 30µL de sang total, lequel a été 

prélevé à la veine caudale grâce à des tubes microvettes (Sarstedt, Nümbrecht, Germany). Les 

immunoglubulines endogènes ont alors été bloquées par du Fc-Block (CD16/CD32 1µg, BD 

Pharmingen). Après 5 minutes d’incubation, les anticorps suivants, couplés à des 

fluorochromes, ont été appliqués : CD45-PE (30-F11, 1µg, BD Pharmingen), CD19-FITC 

(1D3, 1µg, BD Pharmingen), CD3e-PCy5 (145-2C11, 1µg, BD Pharmingen), CD62L-FITC 

(MEL-14, 1µg, BD Pharmingen) CD44-PE (IM7, 1µg, BD Pharmingen), IgG2b,k-PE (A95-1, 

1µg, BD-Pharmingen), IgG1,k-PCy5 (A19-3, 1µg, BD Pharmingen) et IgG2a,k-FITC (R35-95,  

1µg, BD-Pharmingen). Une incubation de 30 minutes, à l’obscurité et à température ambiante 

a été réalisée. Les échantillons ont ensuite été lysés (Lysing Buffer BD PharmLyse) pendant 

10 minutes puis centrifugés à 500g pendant 5 minutes à température ambiante. Le surnageant 

contenant les hématies lysés est éliminé. Le culot est quant à lui homogénéisé dans du PBS 1x 

et transféré dans des tubes Trucount BD Pharmingen, permettant de fait la numération absolue 

de manière indirecte des différentes populations leucocytaires, via les billes fluorescentes 

contenues. Le comptage cellulaire est réalisé par l’analyseur Cyan ADP, Beckman Coulter. 

L’analyse des résultats a quant à elle était effectuée par le logiciel Kaluza.  
 

ELISA  

Un volume équivalent de Tris Sucrose 10mM, triton 1%, NaCl 200mM est ajouté à 

l’homogénat total de protéines, le tout étant centrifugé à 12000g pendant 15 minutes à 4°C. 

La quantité de protéine totale des surnageants est alors dosée (BCA assay, Pierce). La 

concentration des chémokines CCL3, CCL4 et CCL5 est quant à elle déterminée par les kit 

ELISA (respectivement Quantikine MMA00, M1000, MMR00) selon les informations du 

fournisseur et mesurée par Luminex.  
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Analyses transcriptionnelles 
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Résultats 

 

 

1. L’étude transcriptomique révèle une surexpression hippocampique de marqueurs pro-

inflammatoires chez les souris THY-Tau22 à 12mois 

 

La mise en évidence d’une réponse neuro-inflammatoire dans le modèle de tauopathie THY-

Tau22 s’est tout d’abord effectuée par une approche transcriptomique à l’aide d’une 

micromatrice d’ADN, ceci afin d’avoir une vision globale des processus mis en jeu. Les 

souris THY-Tau22 développent des troubles cognitifs en parallèle d’une pathologie tau 

hippocampique progressive, qui s’avère être maximale à 12 mois et qui s’établit en l’absence 

de mort neuronale (Burnouf et al., 2013 ; Van  der Jeugd et al., 2013a). La réponse neuro-

inflammatoire induite par cette pathologie tau et les modifications transcriptionnelles qui 

l’accompagnent ont alors une plus grande probabilité d’être perçues à cet âge avancé de 

12mois. L’étude transcriptomique a donc été effectuée chez des animaux transgéniques et wt 

âgés de 12 mois au sein de l’hippocampe, siège de la pathologie tau.   

L’analyse des résultats a été effectuée sans à priori. A un « fold change » supérieur à 2, c’est à 

dire que l’expression transcriptionnelle est au moins multipliée ou divisée par 2 chez les 

souris THY-Tau22 par rapport à la condition contrôle, 28 gènes sont surexprimés et 4 sous-

exprimés (Figure 29A). Parmi les 28 gènes surexprimés, la proportion de gènes codant pour 

une protéine impliquée dans les différents aspects fonctionnels du système immunitaire est 

significativement plus élevée que ce qu’elle devrait représenter : 13,8 à 34,5% selon l’aspect 

étudié chez les souris THY-Tau22 contre 0,3 à 6,9% chez les souris WT (Figure 29B). On 

dénombre ainsi au total 13 gènes impliqués dans des fonctions immunitaires surexprimés dans 

l’hippocampe des souris THY-Tau22 qui sont dans l’ordre décroissant en fonction du « fold 

change » : Clec7a, Itgax, Ccl3, Cst7, Cd74, Ccl4, Cxcl5, Ccl5, H2ab1, C3, Lect1, Cd52 et 

Slamf9 (Figure 29A). Cette approche transcriptomique met alors en évidence une 

surexpression de marqueurs pro-inflammatoires dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 

par rapport aux souris wt à 12 mois, suggérant la mise en place d’une réponse neuro-

inflammatoire induite par la pathologie tau.  
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2. Cinétique d’expression des marqueurs pro-inflammatoires au sein de l’hippocampe des 

souris THY-Tau22  

 

La surexpression hippocampique des marqueurs pro-inflammatoires révélés par la 

micromatrice d’ADN, a fait l’objet d’une validation par RT-qPCR. Ces études 

transcriptionnelles ont été réalisées chez les souris THY-Tau22 à 3, 7 et 12 mois soit à un âge 

Probe name Gene symbol Gene title Fold change Genbank number
A_51_P387108 4930535E02Rik AGENCOURT_10722792 NIH_MGC_169 93,68446 CA465081
A_51_P436977 Duox2 RIKEN full-length enriched library, clone:A430065P05 12,63958 AK079781
A_52_P1109289 TC1675885 11,851447 TC1675885
A_51_P246653 Clec7a C-type lectin domain family 7, member a 7,679047 NM_020008
A_51_P432820 BC019382 Clone IMAGE:4501155 7,4789677 BC019382
A_51_P303424 Itgax Integrin alpha X 4,764181 NM_021334
A_52_P428654 Zic1 Zinc finger protein of the cerebellum 1 4,0190926 NM_009573
A_51_P140710 Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 3,8629282 NM_011337
A_51_P137419 Cst7 cystatin F (leukocystatin) 3,669093 NM_009977
A_51_P518001 Creb3l3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3 3,6290164 NM_145365
A_52_P203560 Fzd10 Frizzled homolog 10 3,5613635 NM_175284
A_51_P284608 Cd74 CD74 antigen 3,5592806 NM_010545
A_51_P509573 Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 3,4782326 NM_013652
A_52_P295432 Cxcl5 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 2,8717487 NM_009141
A_52_P638459 Ccl5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 2,843445 BC033508
A_51_P336770 Aebp1 AE binding protein 1 2,6929698 NM_009636
A_52_P361534 Wnt3 Wingless-related MMTV integration site 3 2,5428655 NM_009521
A_51_P215237 H2-Ab1 Histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 2,537883 NM_207105
A_51_P110301 C3 Complement component 3 2,5081105 NM_009778
A_51_P444645 Lect1 Leukocyte cell derived chemotaxin 1 2,5005403 NM_010701
A_51_P404463 1500015O10Rik RIKEN cDNA 1500015O10 gene 2,40736 NM_024283
A_51_P237307 Plekhg1 mRNA for mKIAA1209 protein 2,3514721 AK122468
A_51_P495780 S3-12 Plasma membrane associated protein, S3-12 2,2077477 NM_020568
A_51_P151126 Cd52 CD52 antigen 2,198185 NM_013706
A_51_P103222 Slc39a4 Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 4 2,1261265 NM_028064
A_51_P435704 Tnni1 Troponin I skeletal, slow 1 2,0168436 NM_021467
A_51_P246066 Slamf9 SLAM family member 9 2,0142703 NM_029612
A_52_P61735 Flnc Filamin C gamma 2,00962 NM_001081185
A_52_P482071 9330133O14Rik RIKEN full-length enriched library, clone:C530046B12 product -2,110493 AK049744
A_51_P181354 5330430B06Rik RIKEN full-length enriched library, clone:5330430B06 product -2,1227615 AK019920
A_51_P355943 Mvd Mevalonate (diphospho) decarboxylase -2,4439852 NM_138656
A_51_P298259 2310042E22Rik  RIKEN cDNA 2310042E22 gene -3,0568125 NM_025634

Biological Process (GO term) P-value Sample 
frequency

Background frequency 
(MGI database) Genes

GO:0006955 immune response 3.61e-06 8/29 (27.6%) 479/33218 (1.4%) Ccl3 C3 H2-Ab1 Ccl4 Cd74 Ccl5 Clec7a Cxcl5 
GO:0006954 inflammatory response 3.52e-05 6/29 (20.7%) 241/33218 (0.7%) Ccl3 C3 Ccl4 Ccl5 Clec7a Cxcl5 

GO:0006952 defense response 8.53e-05 7/29 (24.1%) 474/33218 (1.4%) Ccl3 C3 Ccl4 Cd74 Ccl5 Clec7a Cxcl5 
GO:0002376 immune system process 2.25e-04 8/29 (27.6%) 820/33218 (2.5%) Ccl3 C3 H2-Ab1 Ccl4 Cd74 Ccl5 Clec7a Cxcl5 
GO:0009611 response to wounding 3.54e-04 6/29 (20.7%) 357/33218 (1.1%) Ccl3 C3 Ccl4 Ccl5 Clec7a Cxcl5 

GO:0006935 chemotaxis 1.64e-03 4/29 (13.8%) 111/33218 (0.3%) Ccl3 Ccl4 Ccl5 Cxcl5 
GO:0042330 taxis 1.64e-03 4/29 (13.8%) 111/33218 (0.3%) Ccl3 Ccl4 Ccl5 Cxcl5 

GO:0006950 response to stress 2.88e-03 8/29 (27.6%) 1154/33218 (3.5%) Ccl3 C3 Creb3l3 Ccl4 Cd74 Ccl5 Clec7a Cxcl5 
GO:0009605 response to external stimulus 6.20e-03 6/29 (20.7%) 587/33218 (1.8%) Ccl3 C3 Ccl4 Ccl5 Clec7a Cxcl5 

GO:0050896 response to stimulus 8.41e-03 10/29 (34.5%) 2279/33218 (6.9%) Ccl3 Zic1 C3 Creb3l3 H2-Ab1 Ccl4 Cd74 Ccl5 Clec7a Cxcl5 

!A!

B!

Figure 29 Analyse des résultats de la micromatrice d’ADN. Seuls les gènes dont 
l’expression est modulée d’un facteur 2 entre les souris THY-Tau22 et wt figurent. 28 
gènes sont alors surexprimés et 4 sous-exprimés (A). La proportion de gènes dont la 
protéine est impliquée dans différents aspects du système immunitaire est 
significativement plus élevée chez les animaux transgéniques que contrôles (B). 
Analyse statistique faite par le test t de Student.    
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où la pathologie tau est respectivement naissante, avancée et maximale. Il est alors possible 

d’évaluer la cinétique d’expression de ces différents marqueurs et d’observer une progression 

dans cette surexpression au cours du vieillissement des souris. L’analyse des résultats a été 

effectuée en prenant le groupe de souris wt âgé de 3 mois comme référence et placé à 100% 

afin de pouvoir observer l’évolution de l’inflammation dans les deux groupes au cours du 

vieillissement. On remarquera que le vieillissement des souris contrôles ne s’accompagne pas 

d’une élévation de l’expression des marqueurs inflammatoires étudiés à l’inverse de ce qu’il 

s’observe chez les souris THY-Tau22 (Figure 30). En fonction du marqueur étudié, la 

surexpression peut être très précoce et être significative (test t de student) dès l’âge de 3 mois 

comme c’est le cas pour Clec7a (p=0,0005 à 3mois), Itgax (p=0,019 à 3mois), Ccl3 

(p=0,0116), Ccl4 (p=0,040 à 3 mois) , ou encore Slamf9 (p=0,067 à 3mois), alors que d’autres 

sont surexprimés significativement à partir de 7 mois tel que Cd52 (p=0,0011 à 7mois) et 

Ccl5 (p=0,0004 à 7mois) ou 12 mois comme CD74 ( p=0,002 à 12mois), H2-Ab1 (p=0,003 à 

12mois) et Cxcl5 (p=0,008 à 12mois)  chez les souris THY-Tau22. Ces résultats démontrent 

alors une corrélation entre la progression de la pathologie tau hippocampique et la 

surexpression de ces marqueurs pro-inflammatoires.  

 

L’obtention de ces résultats nécessite une certaine compréhension du rôle joué par ces 

marqueurs au sein de la fonction immunitaire. Les protéines Ccl3, Ccl4, Ccl5 et Cxcl5 

appartiennent ainsi à la famille des chémokines et sont donc plutôt impliqués dans le 

chimiotactisme alors que l’opsonine C3 appartient au système du complément et participe 

entre autre aux phénomènes de phagocytose, ce qui en fait un marqueur de l’immunité innée.  

La fonction d’Itgax, de Cd74, de H2ab1, de Cd52 et de Slamf9, a fait l’objet d’un nombre 

restreint d’études. Il semblerait toutefois que Clec7a (Dectin-1) soit un récepteur de surface 

impliqué dans la reconnaissance de certains motifs antigéniques et appartiendrait donc à 

l’immunité innée (Van Kooyk, 2008). Concernant Itgax (CD11c), il s’agit d’une intégrine qui 

est utilisée comme marqueur de cellules dendritiques et qui semble impliquée dans la 

présentation de l’antigène et le trafic des lymphocytes à travers la BHE (Fisher et al., 2011). 

H2ab-1 et CD74 sont quant à elles deux protéines appartenant au système du CMH de type 2 

et qui présentent donc une fonction dans la reconnaissance antigénique. Slamf9 est quant à lui 

un corécepteur qui semble impliqué dans l’activation lymphocytaire (Detre et al., 2010) alors 

que CD52 est retrouvé à la surface des lymphocytes matures et constitue une cible 

thérapeutique dans la sclérose en plaque (Brown et Coles, 2013). Ces marqueurs 

appartiennent 
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donc à différents aspects fonctionnels du système immunitaire qu’il s’agisse de l’immunité 

innée, de la libération chémokinique ou encore de l’activation lymphocytaire. Ces différents 

paramètres ont alors été investigués plus en détail par des approches complémentaires chez 

les souris THY-Tau22. 

 

3. Les souris THY-Tau22 présentent une activation astrogliale et microgliale 
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Figure 30 Cinétique d’expression hippocampique des marqueurs pro-inflammatoires 
révélés par la micromatrice d’ADN chez les souris THY-Tau22 et wt à 3, 7 et 12 mois. Le 
groupe wt 3 mois est pris comme référence pour l’analyse des résultats afin de comparer 
l’évolution de l’expression du marqueur au cours du vieillissement. Les souris THY-
Tau22 surexpriment Clec7a, Itgax, Ccl3, Cd74, Ccl4, Cxcl5, Ccl5, H2-Ab1, C3, Cd52 et 
Slamf9 confirmant de fait les résultats obtenus par transcriptomique. Cette surexpression 
est progressive au cours du vieillissement avec une cinétique différente selon le marqueur 
étudié. Il existe alors une corrélation avec le développement de la pathologie tau 
hippocampique. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la 
moyenne. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 wt vs THY-Tau22 du même âge en test t de 
Student. n =6 à 13 par groupe.  
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Les processus d’immunité innée ont été caractérisés chez la souris THY-Tau22 et notamment 

l’activation astrogliale et microgliale. L’activation astrogliale a été révélée en mesurant 

l’expression hippocampique de la GFAP (Glial fibrillary Acidic Protein) par électrophorèse 

monodimensionnelle et par RT-qPCR. Les résultats présentés en figure 31A-B démontrent un 

niveau d’expression significativement supérieur à 7 et 12 mois chez les souris THY-Tau22 

par rapport aux souris non transgéniques : GFAP (+113,7±38,62% par rapport aux souris wt 

7mois  p=0,016 ; +68,43±26,32% par rapport aux souris wt 12mois p=0,027). Cette 

surexpression s’avère progressive de façon dépendante de l’âge suggérant la mise en place 

d’une activation astrogliale au cours du vieillissement dans le modèle THY-Tau22. 

L’immunohistochimie anti-GFAP réalisée dans le cerveau de souris THY-Tau22 âgées de 3, 7 

et 12 mois confirme ces résultats et met en évidence une astrogliose dans l’hippocampe de ces 

souris comme observé ici à 12 mois (Figure 31-C). Il a par ailleurs été observé une densité 

plus élevée du nombre d’astrocytes marqués à la GFAP à proximité de la DNF (révélée par 

l’anticorps AP422) à 3 mois (non montré), 7 et 12 mois (Figure 31-C et D), ce qui s’est vérifié 

dans l’hippocampe mais également dans d’autres structures cérébrales (non montré). Ces 

résultats tendent à démontrer une activation astrogliale en parallèle du développement de la 

pathologie tau dans le modèle THY-Tau22. 
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L’immunohistochimie anti-CD11b réalisée à 3, 7 et 12 mois a mis en évidence une 

augmentation du nombre de cellules microgliales marquées chez les souris THY-Tau22 par 

rapport aux souris contrôles (Figure 32-A), suggérant une activation microgliale. L’intensité 
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Figure 31 Activation astrogliale au sein de l’hippocampe des souris THY-Tau22. L’étude 
par électrophorèse monodimensionnelle et RT-qPCR révèle une surexpression 
progressive de la GFAP au cours du vieillissement des souris THY-Tau22 par rapport 
aux souris contrôles (A-B), ce qui témoigne d’une activation astrogliale. Les résultats 
sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. *p<0,05, **p<0,01 wt 
vs THY-Tau22 du même âge en test t de Student. L’immunohistochimie anti-GFAP 
démontre une astrogliose dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 comme ici à 12 mois 
(C). Le nombre d’astrocytes est plus important dans la vicinité de la DNF, qui est révélée 
par l’anticorps AP422 (C-D). Les cercles rouges (D-droite) indiquent la présence élevée 
de DNF. Ces résultats suggèrent une réponse astrogliale corrélée au développement de la 
pathologie tau. n=5 à 13 par groupe. 
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du marquage révèle une activation progressive au cours du vieillissement des souris 

transgéniques. Des observations à plus fort grossissement ont mis en évidence la présence de 

cellules microgliales activées au sein de l’hippocampe, dans le voisinage de la DNF, révélée  
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Figure 32 Activation microgliale au sein de l’hippocampe des souris THY-Tau22. 
L’immunohistochimie anti-CD11b réalisée à 3, 7 et 12 mois a mis en évidence une 
activation progressive de la microglie au cours du vieillissement des souris THY-Tau22 
(A). Les cellules microgliales activées se retrouvent dans la vicinité de la pathologie tau 
révélée par l’anticorps AP422 (B). Des études de qPCR révèlent une surexpression de 
CD68 et TLR2 chez les souris THY-Tau22, confirmant de fait l’activation microgliale 
observée. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. 
*p<0,05, **p<0,01 wt vs THY-Tau22 du même âge en test t de Student. n=5 à 13 par 
groupe. 
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par l’anticorps AP422 (Figure 32-B). L’activation microgliale pourrait donc être induite par la 

présence de DNF. Les protéines CD68 et TLR2 sont des marqueurs de l’activité microgliale 

couramment utilisés (Fernandez-Lizarbe et al., 2013 ; Johnson et al., 2013). Il a été observé 

une surexpression de ces derniers chez les souris THY-Tau22 notamment à 7 et 12 mois pour 

CD68 (+50,61±16,48% par rapport aux souris wt 7mois  p=0,0063 ; +57,84±15,88% par 

rapport aux souris wt 12mois p=0,003)  et dès 3 mois pour TLR2 (+104,7±36,41% par rapport 

aux souris wt 3mois p=0,0183; +60,82±30,51% par rapport aux souris wt 7mois  p=0,074 ; 

+57,37±24,08% par rapport aux souris wt 12mois p=0,041) (Figure 32-C). De manière 

comparable à l’activation astrogliale, ces résultats témoignent d’une corrélation entre le 

développement de la pathologie tau et l’activation microgliale.  

 

4. Réponse chémokinique dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 

 

La mise en place d’une réponse astrogliale et microgliale s’accompagne par la libération de 

cytokines pro-inflammatoires, les plus précoces étant le TNFα et l’IL-1β (Nakamura, 2002). 

L’expression transcriptionnelle de ces dernières a alors été mesurée par qPCR dans le modèle 

THY-Tau22. Alors que le TNFα est surexprimé à 7 et 12 mois (+60,95±25,81% par rapport 

aux souris wt 7mois  p=0,039 ; +142,5±40,46% par rapport aux souris wt 12mois p=0,0023), 

aucune différence n’est observée entre les deux génotypes concernant l’IL-1β (Figure 33-A). 

La réponse innée s’accompagne également de la  sécrétion de facteurs chémokiniques 

impliqués dans le recrutement cellulaire. Les analyses transcriptomiques et transcriptionnelles 

ont révélé la surexpression hippocampique de Ccl3, Ccl4, Ccl5 et Cxcl5 chez les souris THY-	  

Tau22 comme présenté précédemment dans les figures 29 et 30. Le dosage des chémokines 

Ccl3, Ccl4 et Ccl5 au sein de l’hippocampe et réalisé par ELISA, a permis d’observer que 

cette surexpression s’accompagne d’une élévation de leur production. Il a en effet été mis en 

évidence une augmentation précoce des niveaux de Ccl3 (dès 3 mois) chez les souris THY-

Tau22 qui se poursuit de façon dépendante de l’âge (+669,2±342,3 par rapport aux souris wt 

3mois p=0,039; +710,6±380,5% par rapport aux souris wt 7mois  p=0,044 ; 

+937,8±221,2% par rapport aux souris wt 12mois p=0,0007). La concentration des 

chémokines Ccl4 (+354,3±145,2% par rapport aux souris wt 7mois  p=0,0156 ; 

+2330±754,8% par rapport aux souris wt 12mois p=0,0058) et Ccl5 (+947,9±625,8% par 

rapport aux souris wt 7mois  p=0,076 ; +1676±623,3% par rapport aux souris wt 12mois 

p=0,011)   s’élèvent quant à elles plus tardivement dans le modèle (Figure 33-B).   



	   100	  

La libération de ces chémokines mais surtout de Ccl3 s’effectue alors en parallèle de la 

progression de la pathologie tau hippocampique. 

              

 

L’origine cellulaire de Ccl3 a été identifiée par une approche d’immunofluorescence. La 

colocalisation des marquages Iba-1 (vert) et Ccl3 (rouge) a permis d’observer la chémokine à 

l’intérieur de cellules microgliales activées marquées ici par Iba1 (Figure 34), suggérant une 

synthèse et libération microgliale de Ccl3. D’autres origines cellulaires ne sont toutefois pas à 

exclure. En effet, il a été observé une surexpression astrocytaire de Ccl3 dans des modèles 

d’épilepsie (Guzik-Kornacka et al., 2011).  
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Figure 33 Réponse cytokinique. Les souris THY-Tau22 présentent une surexpression 
progressive de TNFα, aucune différence d’expression entre les deux génotypes 
concernant IL-1 (A). Le dosage par ELISA des chémokines Ccl3, Ccl4 et Ccl5 à 3, 7 et 
12mois révèle une libération précoce de Ccl3 dans le modèle suivi de Ccl4 et Ccl5 (B). 
Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne.*p<0,05, 
**p<0,01 wt vs THY-Tau22 du même âge en test t de Student. n=5 à 13 par groupe. 
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5. Infiltration lymphocytaire chez les souris THY-Tau22 

 

La présence des chémokines Ccl3, Ccl4 et Ccl5 au sein de l’hippocampe des souris THY-

Tau22 évoque une possible infiltration de leucocytes circulants et qui, en raison de la 

surexpression des marqueurs CD52 et Slamf9 chez ces souris (Figure 30), pourrait être de 

nature lymphocytaire. Par ailleurs, la surexpression hippocampique de CD3 

(+96,59±28,91% par rapport aux souris wt 7mois  p=0,0034 ; +96,32±38,11% par rapport aux 

souris wt 12mois p=0,025) à 7 et 12 mois (Figure 35-B), suggère la présence de lymphocytes 

T dans le modèle THY-Tau22. Afin de vérifier cette assertion, des études 

d’immunohistochimie utilisant des anticorps dirigés contre les protéines CD4 et CD8, 2 

marqueurs identifiant des populations de lymphocytes T différentes, ont été réalisées à 3, 7 et 

12 mois dans le cerveau des souris contrôles et transgéniques. Alors que l’immunohistochimie 

anti-CD4 n’a révélé qu’un nombre extrêmement limité de cellules CD4+ quelque soit l’âge de 

l’animal (non montré), l’utilisation de l’anticorps CD8 a mis en évidence un nombre 

important de cellules CD8+ infiltrées dans le cerveau des souris THY-Tau22 âgées de 7 et 12 

mois (Figure 35-A). L’analyse morphologique de ces cellules à plus fort grossissement 

permet de confirmer leur nature lymphocytaire. Aucun lymphocyte n’est retrouvé chez les 

souris THY-Tau22 à 3 mois ou encore chez les souris wt. Enfin, à l’instar de ce qui a été 

observé pour les cellules astrogliales ou microgliales, la localisation des lymphocytes CD8+ se 

retrouve dans la vicinité de la pathologie tau comme ici dans l’hippocampe (Figure 35-A), 

mais cela se vérifie également dans d’autre structures cérébrales (non montré). 
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Figure 34 Origine cellulaire de Ccl3. La colocalisation des marquages Ccl3 et Iba1 
(flèches blanches) révèle une origine microgliale de la production de Ccl3 observée chez 
les souris THY-Tau22. Photographie de la région CA1 de l’hippocampe à fort 
grossissement. 
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Afin de discriminer les modalités de passage de ces lymphocytes jusqu’au cerveau et donc à 

travers la BHE, nous avons observé l’expression transcriptionnelle des molécules d’adhésion 

LFA-1, I-CAM et V-CAM dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 qui sont décrites 

comme participantes au phénomène de diapédèse cellulaire. Il s’avère que leur expression est 

augmentée à 7 ou 12 mois par rapport aux souris contrôles selon le marqueur étudié LFA1 

(+180,7±69,59% par rapport aux souris wt 12mois p=0,028), V-CAM (+50,89±15,33% par 

rapport aux souris wt 7mois  p=0,0038), I-CAM (+226,3±78% par rapport aux souris wt 

AP422%

CD3 I-CAM V-CAM LFA-1 

THY-Tau22 (12mois) 
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Figure 35 Infiltration lymphocytaire. L’immunohistochimie anti-CD8 révèle la présence 
de lymphocyte T CD8+ (flèche) dans les régions où la pathologie tau, révélée par 
l’anticorps AP422, est importante comme ici dans l’hippocampe. Le nombre de ces 
lymphocytes est élevé chez les souris THY-Tau22 âgées de 7 et 12 mois avec environ 6 
cellules/mm2 contre moins de 1 chez les souris wt ou THY-Tau22 âgées de 3 mois (A). 
Les études transcriptionnelles réalisées en qPCR viennent confirmer cette progression 
dans l’infiltration lymphocytaire (CD3), mais en donnent également un mécanisme 
mettant en jeu l’intégrine LFA-1 ou les molécules d’adhésion V-CAM et I-CAM 
suggérant une infiltration par diapédèse (B). Vert WT / Rouge THY-Tau22. Les résultats 
sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne.*p<0,05, **p<0,01 
wt vs THY-Tau22 en test t de Student. n=5 à 13 par groupe. 
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12mois  p=0,0176)(Figure 35-B), ce qui peut suggérer une diapédèse lymphocytaire 

conduisant à la présence de lymphocyte au sein du cerveau. 

   

 
 

Parce que l’infiltration lymphocytaire peut s’accompagner ou résulter d’une altération de la 

BHE, ce paramètre a également été évalué dans l’hippocampe des souris THY-Tau22. La 

morphologie des jonctions serrées a alors été examinée en observant le profil d’expression par 

immunofluorescence des protéines ZO-1 (Zonula Occludens 1) et occludine, deux marqueurs 

constituants ces jonctions. Un marquage continu, fort et linéaire de ces protéines a été observé 
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 Figure 36 Absence de rupture de la BHE chez les souris THY-Tau22. L’intégrité de la 
BHE a été étudiée au travers du profil d’expression de ZO-1 et de l’occludine (vert) par 
immunofluorescence. Les photographies ont été prises dans la CA1. Le VWF (rouge) est 
une glycoprotéine structurale de l’endothélium. La continuité du marquage ZO-1 et 
occludine associée au marquage VWF chez les souris THY-Tau22 âgées de 12 mois, 
témoigne d’une absence d’altération majeure de la BHE (A), qui est appuyé par l’absence 
de modification transcriptionnelle de ZO-1 et occludine (B). Les résultats de qPCR sont 
exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. 
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au sein de la vasculature cérébrale identifiée par le VWF (Von Willebrand Factor) qui est 

constitutivement exprimé par l’endothélium, ce qui en fait un bon marqueur structural. Cet 

agencement continu de ZO-1, de l’occludine et du VWF chez les souris THY-Tau22 âgées de 

12 mois témoigne d’une absence d’altération majeure de l’intégrité de la BHE (Figure 36-A). 

De la même manière, l’expression transcriptionnelle de ZO-1 et de l’occludine a été retrouvée 

identique entre les 2 génotypes quelque soit l’âge (Figure 36-B). Ces résultats sont en accord 

avec des études d’imagerie cérébrale effectuées dans le modèle via du gadolinium (non 

publié).  

   

 

Enfin l’extravasation des immunoglobulines a été évaluée par immunofluorescence afin de 

confirmer par une seconde approche l’absence d’altération majeure de la BHE. La libération 
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Figure 37 Extravasation des IgG révélée par immunofluorescence au sein de la CA1 de 
l’hippocampe. Le contrôle positif a été obtenu en lésionnant l’hippocampe, induisant de 
fait une perte d’intégrité structurale de cette région et donc de la BHE. Les IgG 
« emprisonnées » dans le compartiment vasculaire sont alors libérées et peuvent gagner 
le parenchyme cérébral. On peut voir dans le contrôle positif (haut) que le marquage 
anti-IgG (vert) est présent au niveau de la lésion, observable dans la fenêtre DAPI qui 
colore l’ADN (bleu) par une rupture dans la couche CA1.  Les souris THY-Tau22 (Bas) 
ne présentent quant à elles aucune extravasation d’IgG dans la CA1 ni même dans 
d’autres régions et ont une expression comparable à ce qui est observé chez les souris wt.  
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des IgG du compartiment vasculaire au parenchyme cérébral témoigne en effet d’une rupture 

de son intégrité comme c’est le cas dans le contrôle positif où un marquage dense anti-IgG se 

retrouve au niveau de la CA1 de l’hippocampe ayant subi une lésion (Figure 37). En 

revanche, aucun marquage n’est retrouvé chez les souris wt et THY-Tau22 à 12 mois, 

confirmant l’absence d’une rupture de l’intégrité de la BHE (Figure 37). 

 

6. Les souris THY-Tau22  présentent une inflammation périphérique limitée 

 

La présence d’une infiltration lymphocytaire centrale chez les souris THY-Tau22 peut 

suggérer une prolifération et une activation préalable de ces lymphocytes en périphérie, nous 

conduisant à effectuer une numération lymphocytaire du sang total par cytométrie de flux. Les 

cellules marquées par l’anticorps CD45 définissent l’ensemble des cellules leucocytaires. En 

fonction de la granulosité, la population lymphocytaire peut être identifiée. Le nombre de 

lymphocytes totaux comptés à 7 et 12 mois ne révèle alors aucune différence entre les souris 

THY-Tau 22 et wt (Figure 39-A). L’utilisation des anticorps anti-CD3 et anti-CD19 permet 

de déterminer respectivement les lymphocytes T (CD45+CD3+) et B (CD45+CD19+). Le 

comptage de ces deux populations ne révèle également aucune différence entre les deux 

génotypes (Figure 39-A). Enfin les marqueurs CD44 et CD62L ont été utilisés afin 

d’identifier une population de lymphocytes T naïfs (CD45+CD3+CD62hiCD44low) et de 

lymphocytes T mémoires préalablement activés (CD45+CD3+CD62lowCD44hi). Le comptage 

de ces populations ne révèle aucune différence chez les souris THY-Tau22 à 7 et 12mois. Ces 

résultats suggèrent une absence d’activation lymphocytaire périphérique.  

 

Le dosage plasmatique des chémokines Ccl3, Ccl4 et Ccl5 a par ailleurs été réalisé par ELISA 

à 3, 7 et 12 mois. Alors que le niveaux des chémokines Ccl4 et Ccl5 ne diffère pas entre les 

deux groupes, il a été observé une augmentation significative des niveaux de Ccl3 à 7 et 12 

mois chez les souris THY-Tau22 (+13,50±5,97 par rapport aux souris wt 7mois  p=0,045 ; 

(+22,25±7,91 par rapport aux souris wt 12mois p=0,01). Ces résultats mettent alors en 

évidence une possible participation de la chémokines Ccl3 périphérique dans l’infiltration 

lymphocytaire  (Man et al., 2007), bien que son origine cellulaire n’ait pas été investiguée.     

 

Nous avons enfin mis en évidence l’absence de protéine tau dans les oraganes lymphoïdes 

secondaire chez les souris THY-Tau22 (non montré), traduisant une inflammation 

périphérique induite par tau dans le modèle très limitée. 



	   106	  

 

 

 

 

 

 

 

0.0

5.0×1006

1.0×1007

1.5×1007

2.0×1007

Ly
m

ph
oc

yt
es

 
C

D
45

 / 
m

L

Lymphocytes 
totaux 

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

Ly
m

ph
oc

yt
es

 T
  

 C
D

3 
/ m

L

Lymphocytes T 

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

Ly
m

ph
oc

yt
es

 T
  

 C
D

19
 / 

m
L

Lymphocytes B 

0

200000

400000

600000

800000

1000000

Ly
m

ph
oc

yt
es

 T
  

 C
D

44
 lo

 C
D

62
L 

hi
 / 

m
L

Lymphocytes T 
naïfs 

0

200000

400000

600000

800000

1000000

Ly
m

ph
oc

yt
es

 T
  

 C
D

44
hi

 C
D

62
L 

lo
 / 

m
L

Lymphocytes T 
mémoires 

7 12 

7 12 7 12 

7 12 7 12 

A 

0

20

40

60

pg
/m
L

*

*

3 7 12 

CCL3 

0

20

40

60

pg
/m
L

0

20

40

60
pg
/m
L

3 7 12 

3 7 12 

CCL4 

CCL5 

B 

Figure 39 Inflammation périphérique. Le comptage cellulaire par cytométrie de flux 
des différentes populations lymphocytaires (T, B, T naïfs, T mémoires) retrouvés dans le 
sang total des souris THY-Tau22 ne révèle aucune différence à 7 et 12 mois par rapport 
aux souris wt. n=5 à 8 par groupe (A). Le dosage plasmatique de Ccl3, Ccl4 et Ccl5 
révèle une augmentation significative des niveaux de la seule chémokine Ccl3 chez les 
souris THY-Tau22 à 7 et 12 mois. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du 
groupe ± écart à la moyenne. *p<0,05, wt vs THY-Tau22 en test t de Student. n =6 à 13 
par groupe. 
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Conclusion  

 

          Les résultats obtenus au cours de cette étude de caractérisation révèlent la mise en place 

de processus neuro-inflammatoires de type innés dans le modèle de tauopathie THY-Tau22, 

mettant notamment en jeu une activation astrogliale et microgliale. De plus, cette étude est la 

première à mettre en évidence une sécrétion chémokinique précoce associée à une infiltration 

lymphocytaire cérébrale dans un tel modèle exempt de mort neuronale.  

          Les souris THY-Tau22 développent une pathologie tau hippocampique progressive qui 

débute dès 3 mois pour atteindre un maximum vers l’âge de 9-10 mois. La surexpression de la 

GFAP et des marqueurs CD68, TLR2 et CD11b révèlent respectivement une augmentation de 

la réponse astrogliale et microgliale chez ces souris de manière relativement précoce. Cette 

réponse immunitaire innée s’intensifie au cours du vieillissement et se corrèle à la progression 

de la pathologie tau. Par ailleurs, les études d’immunohistochimie ciblant les protéines GFAP 

et CD11b démontrent une astrogliose et une activation microgliale dans les régions les plus 

affectées par la pathologie tau, suggérant une réponse induite par tau. Une réponse 

immunitaire innée associée à la présence de DNF a déjà été observé chez les patients atteints 

de FTDP-17 (Bellucci et al., 2011) ou dans le modèle P301S (Bellucci et al., 2004 ; 

Yoshiyama et al., 2007), parfois précédant le développement de la pathologie tau (Yoshiyama 

et al., 2007). La présence d’une mort neuronale précoce dans ce dernier modèle ne permet 

toutefois pas d’exclure une réponse neuro-inflammatoire en partie indépendante de tau, 

contrairement à notre modèle THY-Tau22.   

          A l’inverse des plaques neuritiques extracellulaire composées d’Aβ fibrillaire, la DNF 

est intra-neuronale rendant difficile sa détection par les premières cellules immunitaires, 

notamment en absence de mort neuronale. Toutefois, la sécrétion d’oligomères de tau 

phosphorylés par exosomes peut contribuer à sa présence dans le milieu extracellulaire 

facilitant alors la mise en place d’une réponse neuro-inflammatoire (Saman et al., 2012). De 

plus, il a récemment été observé que la transfection de tau 40 (tau humaine 2N/4R) dans une 

lignée microgliale de rat induit une accumulation membranaire de protéines tau 

phosphorylées (Ser396/404) en parallèle d’une augmentation de l’activité microgliale (Wang 

et al., 2013). La présentation d’épitopes hyperphosphorylés de tau au niveau membranaire 
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pourrait alors permettre d’initier une réponse de la microglie. Enfin, les espèces tronquées de 

tau peuvent également participer au développement de cette réponse (Zilka et al., 2009). 

          La colocalisation de cellules microgliales activées et des dépôts extracellulaires 

amyloïdes a été observé dans le cerveau de patients atteints de la MA (Edison et al., 2008 ; 

Yokokura et al., 2011). Or il semble que cette réponse microgliale soit bénéfique vis à vis de 

la lésion amyloïde puisqu’elle est associée à une clairance des dépôts, notamment par 

phagocytose (El Kourry et al., 2007). En effet, les TLRs tels que TLR2/4/9 (Tahara et al., 

2006), ou encore CR3 (Fu et al., 2012), sont autant de récepteurs présents à la surface des 

cellules microgliales capables de fixer et phagocyter Aβ. A ce jour, aucun récepteur capable 

de lier et phagocyter tau n’a été mis en évidence. Toutefois, l’étude de Wang et al., 2013 a 

démontré une augmentation du potentiel de phagocytose de la microglie après transfection de 

tau40, pouvant suggérer un possible rôle dans la clairance de la DNF. Les études réalisées à 

ce jour tendent plutôt à démontrer un rôle délétère de l’activation microgliale (induite par le 

LPS) vis à vis de la pathologie tau (Kitazawa et al., 2005 ; Bhaskar et al., 2010 ; Lee et al., 

2010 ; Sy et al., 2011). Ces effets semblent néanmoins être dus à la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires et donc du profil d’activation microgliale (M1 vs M2). Des études 

fonctionnelles sont nécessaires pour déterminer le rôle de cette réponse microgliale dans le 

modèle THY-Tau22.   

          Nous avons observé une surexpression progressive du TNFα chez les souris THY-

Tau22. Or il a été observé in vitro que cette cytokine peut promouvoir l’agrégation de la 

protéine tau (Gorlovoy et al., 2009), suggérant sa possible participation dans le 

développement de la pathologie tau du modèle. Plus largement, il aurait été intéressant de 

mesurer le profil d’expression cytokinique par l’intermédiaire de biopuces. D’autres 

médiateurs de l’inflammation aurait alors pu être mis en évidence comme cela a été fait dans 

le modèle hTau. Chez ces souris, il a en effet été observé une corrélation positive entre la 

phosphorylation de tau aux épitopes Ser396/404 et l’expression corticale de certaines 

cytokines notamment IL-6, IL-10, CCL2, CCL11 et CCL12 (Garwood et al., 2010). La 

réduction de la réponse neuro-inflammatoire par un traitement à la minocycline s’accompagne 

alors d’une réduction de la phosphorylation de tau à cet épitope (Garwood et al., 2010). La 

corrélation existante entre le développement progressif de la pathologie tau et de la réponse 

neuro-inflammatoire dans la lignée THY-Tau22 pourrait donc s’expliquer par une incidence 

du dernier sur le premier.  

          Les souris THY-Tau22 présentent également des altérations comportementales 

progressives qui résultent du développement de la pathologie tau hippocampique (Van  der 
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Jeugd et al., 2013a ; et Burnouf et al., 2013). Ces altérations comportementales peuvent 

également résulter du développement de la réponse microgliale. En effet, il a été observé que 

50% des patients présentants des troubles cognitifs modérés (MCI) avait une augmentation de 

l’activité microgliale (Okello et al., 2009). Au contraire, la réduction de cette dernière par la 

minocycline améliore la mémoire spatiales de souris âgées (Kohman et al., 2013). 

L’astrogliose et l’activation microgliale présentes chez les souris THY-Tau22 peuvent donc, 

au travers de la libération de cytokines pro-inflammatoires promouvoir la pathologie tau 

hippocampique, ce qui a des répercussions sur les altérations comportementales, mais peuvent 

également directement influer sur le statut cognitif de ces souris indépendamment de tau.  

          Une élévation des niveaux de chémokines a été observé dans le LCR de patients atteints 

de la MA mais également chez des patients atteints de démences fronto-temporales 

(Galimberti et al., 2006 ; Corrêa et al., 2011). Dans notre modèle de tauopathie THY-Tau22, 

nous avons observé de manière intéressante une élévation des niveaux de Ccl4 et Ccl5 ainsi 

que de Ccl3 de manière très précoce. Leurs relations vis à vis de la pathologie tau ne sont 

actuellement pas connues. Il a néanmoins été observé une corrélation entre les niveaux de 

Ccl2 et P-Tau dans le LCR de patients atteints de la MA (Corrêa et al., 2011), toutefois, 

aucune variation de Ccl2 n’a été observé dans notre modèle (non montré). De la même 

manière, très peu d’étude a évalué l’impact de ces chémokines sur la cognition. Il a toutefois 

été mis en évidence une corrélation entre les niveaux de Ccl3/4 et le développement de 

troubles mnésiques dans un modèle de pathologie amyloïde (Song et al., 2011). De plus, une 

réduction des déficits cognitifs induit par Aβ a été observée chez des souris déficientes en 

Ccl3 (Passos et al., 2009). Enfin une réduction des déficits cognitifs a été observée dans un 

modèle murin de sclérose en plaque (EAE) ayant subit un régime cétogénique. Ce traitement 

réduit en parallèle la sécrétion cytokiniques et chémokiniques dont Ccl3 et Ccl4 (Kim et al., 

2012a). Par ces études d’association, il semble que les chémokines puissent participer aux 

troubles cognitifs. Compte tenu de la pléiotropie des effets de ces chémokines et de la 

redondance de leurs actions, il est difficile d’étudier spécifiquement leurs effets sur la 

fonction cognitive. Une participation des chémokines surexprimées dans le développement 

d’altérations cognitives de notre modèle THY-Tau22 n’est toutefois pas à exclure.  

          Il est actuellement de plus en plus établit que les chémokines participent à la plasticité 

synaptique hippocampique dans des conditions non pathologiques (pour revue : Williamson et 

Bilbo, 2013). Or, une augmentation de l’activation microgliale et donc la génération d’une 

réponse neuro-inflammatoire telle qu’induite par le LPS, semble altérer la plasticité 

synaptique et notamment la LTP (Min et al., 2009), ce qui semble notamment impliquer 
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l’IL1β (Tong et al., 2012 ; Di Fillippo et al., 2013). De manière intéressante, l’administration 

centrale de LPS est associée à une réduction de la LTD NMDA-dépendante dans la CA1 (Min 

et al., 2009). Les dysfonctionnements fonctionnels des récepteurs NMDA et la perte de 

maintient de la LTD chez les souris THY-Tau22 (Van der Jeugd et al., 2011 ; Burnouf et al., 

2013)  pourraient donc provenir en partie de la réponse neuro-inflammatoire mise en place. Il 

n’a toutefois été mis en évidence aucun effet des chémokines et en particulier de Ccl3 à ce 

jour sur les altérations de maintient de la LTD dans ce modèle (données non publiées).  

          Nous avons observé en parallèle d’une augmentation de la sécrétion chémokinique une 

infiltration lymphocytaire parenchymateuse dans les régions riches en DNF. Cette infiltration 

lymphocytaire s’est effectuée en absence d’altérations majeures de l’intégrité de la BHE et a 

mis en jeu une surexpression de protéines d’adhésion cellulaires tel que LFA-1, I-CAM et V-

CAM dont le rôle dans la transmigration des lymphocytes T au travers de la BHE a été 

largement décrit (pour revue : Engelhardt et Ransohoff, 2005). Bien qu’une augmentation de 

la perméabilité de la BHE ait été observée chez les patients atteints de la MA (Farrall et 

Wardlaw, 2009), il semble que cette ouverture soit majoritairement attribuable à Aβ (Kook et 

al., 2012 ; Gheorghiu et al., 2013). Plusieurs études post-mortem ont dans ce contexte 

démontré la présence de lymphocytes dans le parenchyme cérébral de ces patients (Itagaki et 

al., 1988 ; Rogers et al., 1988 ; Togo et al., 2002). Toutefois, il s’agit de la première étude à 

mettre en évidence une infiltration lymphocytaire dans un modèle de tauopathie. Cette 

migration pourrait être le résultat d’une chémo-attraction médiée par les chémokines Ccl3 et 

Ccl5 ou encore le TNFα, comme observé dans des modèles in vitro de BHE (Ubogu et al., 

2006 ; Man et al., 2007 ; Liu et al., 2008).  

          Le rôle de ces lymphocytes n’est actuellement pas clairement déterminé même s’ils 

participeraient plutôt à la clairance des plaques amyloïdes et joueraient donc plutôt un rôle 

bénéfique (Monsonego et al., 2006 ; Fisher et al., 2010). Il a toutefois été observé que la 

réponse des lymphocytes T CD4+ au peptide Aβ varie en fonction de l’haplotype du CMH et 

de l’activité des lymphocytes T régulateurs (Toly-Ndour et al., 2011). D’autres études ont par 

ailleurs révélées dans un modèle de maladie de Parkinson, une implication de l’infiltration de 

lymphocytes T CD4+ dans les processus de mort neuronale induit par le MPTP (Brochard et 

al., 2009). Dans des conditions physiologiques, la présence des lymphocytes se limite aux 

frontières du cerveau dans les régions dépourvues de BHE que définissent les organes 

circumventriculaires (Wilson et al., 2010). Cette localisation leur assure une fonction 

d’immunosurveillance (Engelhardt et Ransohoff, 2005). Dans ces conditions, les lymphocytes 
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T ont également des propriétés pro-cognitive, notamment via la sécrétion d’IL4 (Derecki et 

al., 2010 ; Derecki et al., 2011 et pour revue Kipnis et al., 2012). Compte tenu des altérations 

cognitives progressives dans le modèle THY-Tau22 et de la corrélation existante entre ce 

paramètre et l’infiltration de lymphocytes T CD8+, un rôle pro-cognitif de ces derniers semble 

peu probable. Toutefois un mécanisme compensateur ne peut être exclu. Des études plus 

approfondies sont alors nécessaires afin de déterminer les conséquences de cette infiltration 

dans le modèle THY-Tau22 ainsi que leur nature précise (effecteur ou régulateur ?). Dans la 

sclérose en plaque, il a par exemple été observé à la fois des effets neurotoxiques de 

lymphocytes T CD8+ effecteurs alors que des lymphocytes T CD8+ régulateurs participent au 

rétrocontrôle de la réponse neuro-inflammatoire et ont alors davantage des effets neuro-

protecteurs (pour revue Williams et al., 2011).   

          Enfin nous n’avons observé qu’une inflammation périphérique limitée au travers d’une 

élévation de Ccl3. L’expression périphérique de Ccl3 pourrait avoir une origine 

lymphocytaire et en ce sens participer à l’infiltration lymphocytaire (Man et al., 2007). Nous 

n’avons par ailleurs observé aucune activation lymphocytaire périphérique quelque soit l’âge 

des souris, suggérant une attraction de lymphocytes circulants naïfs qui seront activés au 

niveau central. Une élévation du nombre de lymphocytes circulants activés a été mis en 

évidence chez les patients atteints de la MA, toutefois, cette activation semble être la 

conséquence de la présence d’Aβ plasmatique (Pellicanó et al., 2012).  

          En conclusion, cette étude met en évidence le développement de différents processus 

neuro-inflammatoires dans un modèle de tauopathie telle qu’une activation astrogliale et 

microgliale mais également une sécrétion chémokinique associée à une infiltration 

lymphocytaire, le tout en absence de mort neuronale. La lignée THY-Tau22 constitue donc un 

bon modèle dans lequel étudier les différents processus neuro-inflammatoires imputables à la 

seule pathologie tau.  
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Effets d’une consommation chronique de caféine  

dans le modèle  THY-Tau22 

 

 

Objectifs 

 

La MA est une maladie multifactorielle dont la survenue est modulée par différents facteurs 

génétiques et environnementaux. Parmi les facteurs environnementaux mis en évidence par 

les études épidémiologiques, la consommation de caféine réduit notablement le risque de 

développer la MA (Maia et de Mendonça, 2002 ; Lindsay et al., 2002 ; Eskelinen et al., 2009).  

La caféine est une substance psychoactive dont les effets physiologiques sont essentiellement 

médiés par le blocage des récepteurs adénosinergiques A1 et A2A. Ses effets vis à vis de la 

lésion amyloïde ont fait l’objet de plusieurs études expérimentales qui ont alors mis en 

évidence une réduction tant de la neurotoxicité aigüe du peptide Aβ (Dall’Igna et al., 2003 ; 

Dall’Igna et al., 2007),  que de la pathologie amyloïde, ce dernier effet pouvant être imputable 

à une baisse de la production d’Aβ (Arendash et al., 2006 ; Prasanthi et al., 2010) et/ou une 

élévation de sa clairance (Prasanthi et al., 2010 ; Abuznait et al., 2011 ; Qosa et al., 2012). A 

l’inverse, les effets de la caféine sur la pathologie tau sont actuellement très limités. Nous 

avons montré précédemment que ce modèle développe une réponse neuro-inflammatoire 

progressive corrélée à la mise en place de la pathologie tau. De plus, il a été observé que la 

caféine présente des effets anti-inflammatoires (Brothers et al., 2010). Dans la mesure où la 

neuro-inflammation a été décrite comme pouvant participer à la phosphorylation et 

l’agrégation de tau (Gorlovoy et al., 2009, Bhaskar et al., 2010), mais également aux 

altérations mnésiques (Jacewicz et al., 2009 ; Kohman et al., 2013), il sera alors intéressant de 

mesurer les conséquences de la caféine sur les déficits mnésiques et la réponse neuro-

inflammatoire des souris THY-Tau22.  

 

L’objectif de ce travail de thèse fut donc d’évaluer les conséquences d’une 

consommation chronique de caféine sur le développement de la pathologie tau au 

travers du modèle THY-Tau22. 
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Abstract 

 

Tau pathology found in Alzheimer's disease (AD) is crucial in cognitive decline. 

Epidemiological evidences support that habitual caffeine intake prevents memory decline 

during ageing and reduces the risk to develop Alzheimer’s Disease. So far, experimental 

studies addressed the impact of caffeine in models mimicking the amyloid pathology of AD. 

In sharp contrast, effects of caffeine in a model of AD-like tauopathy remain unknown. Here, 

we evaluated effects of chronic caffeine intake (0.3 g/L through drinking water), given at an 

early pathological stage, in the THY-Tau22 transgenic mouse model of progressive AD-like 

Tau pathology. We found that chronic caffeine intake prevents from the development of 

spatial memory deficits in Tau mice. Improved memory was associated with reduced 

hippocampal Tau phosphorylation and proteolytic fragments. Moreover, caffeine treatment 

mitigated several pro-inflammatory markers found upregulated in the hippocampus of THY-

Tau22 animals. Together, our data support that moderate caffeine intake is beneficial in a 

model of AD-like Tau pathology, paving the way for furture clinical evaluation in AD 

patients.  

 

Keywords: Alzheimer’s disease, Caffeine, Caffeine metabolites, Tau, THY-Tau22, 

transgenic 
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Introduction 
 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by major memory 

impairments. Neuropathologically, AD is defined by the extracellular accumulation of Aβ 

peptides into amyloid plaques and the presence of neurofibrillary tangles (NFT) made up of 

fibrillar aggregates of hyper- and abnormally phosphorylated Tau proteins (Sergeant et al, 

2008). Tau hyperphosphorylation is observed early in the brain stem and entorhinal cortex 

and, in AD, the progression of the neurofibrillary lesions in the cortex − from entorhinal 

cortex, then hippocampus and lastly neocortex − corresponds to the progression of the 

symptoms (Braak et al, 2011), supporting a pivotal role of Tau pathology in AD-related 

memory impairments. Various genetic and environmental risk factors have been found to be 

associated with dementia and/or AD and several lifestyle-related factors such as physical 

exercise (Belarbi et al, 2011), anesthetics (Le Freche et al, 2012) or obesity/diabetes 

(Leboucher et al, 2013; Papon et al, 2013) modulate Tau pathology and associated memory 

disturbances. 

The methylxanthine caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is the world’s most popular 

psychoactive drug. Longitudinal studies suggested a benefit of caffeine consumption towards 

age-related cognitive decline. Other retrospective or prospective studies support that caffeine 

intake reduces AD risk (for review see Blum et al, 2013). In line, higher plasma caffeine 

levels were recently found to be associated with a reduced risk of dementia or a delayed onset 

in patients with mild cognitive impairments (Cao et al, 2012). So far, the pre-clinical impact 

of caffeine has been essentially evaluated in experimental models of amyloidogenesis. 

Notably, chronic caffeine intake through drinking water (0.3g/L) was found to improve 

memory and mitigate amyloid burden in APPsw transgenic mice (Arendash et al, 2009). 



	   119	  

Accordingly, caffeine was also found to improve the life-span in Aβ-expressing worms 

(Lublin et al, 2011). Other studies indicated that low to moderate doses of caffeine are able to 

protect from Aβ-induced neuronal degeneration and memory impairments (Dall'Igna et al, 

2003; Dall'Igna et al, 2007). In sharp contrast, effects of caffeine have never been evaluated 

in a model of AD-like Tau pathology. To address this question, we determined effects of 

chronic caffeine intake in the THY-Tau22 mouse model progressively developing 

hippocampal Tau pathology and spatial memory defects (Schindowski et al, 2006). 

 

Material and methods 

 

Animals and treatment. THY-Tau22 male mice (C57Bl6/J background) were generated by 

overexpression of human 4-repeat Tau mutated at sites G272V and P301S under the control 

of Thy1.2 promoter (Schindowski et al, 2006). Non-transgenic littermates (WT) were used as 

controls. WT and THY-Tau22 mice were housed in a pathogen-free facility, 5 or 6 per cage 

(Techniplast cages 1284L), maintained on a 12h light/12h dark cycle with ad libitum access to 

food and water. Animals were randomized on body weight and caffeine (Sigma-Aldrich, 

France) was given to the animals through drinking water at the dose of 0.3g/L (according to 

Arendash et al, 2009) with groups as follows: WT/Water, n=10 ; WT/Caffeine, n=15; THY-

Tau22/Water, n=10 ; THY-Tau22/Caffeine, n=11. Caffeine was kept in dark bottles and 

changed 2 times per week. Body weights were measured weekly. Water consumption was 

assessed all along the protocol for each experimental cage allowing to estimate the average 

consumption per mice during the whole treatment duration. Body temperature was evaluated 

at completion of protocol before behavioural evaluations. Caffeine treatment started at an age 

when Tau pathology and memory impairments are slight or even absent in THY-Tau22 mice 

(2 months) until 12 months of age, when transgenic mice exhibit full pathology and memory 
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disturbances (Schindowski et al, 2006; Van der Jeugd et al, 2013). All protocols were 

approved by an ethics committee (n°342012, CEEA). 

 

Spatial memory assessment using the Morris Water Maze. Spatial memory abilities were 

examined in the standard hidden platform (PF) acquisition and retention version of the water 

maze, as previously described (Le Freche et al, 2012). A 100-cm circular pool was filled with 

water, opacified with non-toxic white paint (Viewpoint) and kept at 21°C. A 10-cm round 

platform was hidden 1 cm beneath the surface of the water at a fixed position. Four positions 

around the edge of the tank were arbitrarily designated 1, 2, 3, and 4; thus dividing the tank 

into four quadrants (clockwise): target (hidden-PF contained), adjacent 1, opposite, and 

adjacent 2.  During the learning procedure, mice were tested during the light phase between 

8:00 and 18:00. Each mouse was given four swimming trials per day (20 min intertrial 

interval) for five consecutive days. The start position (1, 2, 3, or 4) was pseudo-randomized 

across trials. A trial consisted of placing the mouse into the water facing the outer edge of the 

pool in one of the virtual quadrants and allowing it to escape to the submerged PF. A trial 

terminated when the animal reached the PF where it was allowed to remain for 15 s. If the 

animal failed to find the target before 120 s, it was manually guided to the PF where it was 

allowed to stay for 15 s. After completion of a trial, mice were removed from the pool and 

placed back to their home cages, beneath heat lamps in order to reduce the loss of 

temperature. Time required to locate the hidden escape platform (escape latency), and 

distance travelled to the hidden escape platform (path length) was recorded using the 

Ethovision XT tracking system (Noldus). Swimming speed (i.e. velocity, as a measure of 

possible motor defects that could interfere with their ability to perform in this task) was also 

measured. 72 hours following the acquisition phase, a probe trial was conducted. During this 

probe trial (60s), the platform was removed, search pattern of the mice was tracked again. 
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Proportion of time spent in the target quadrant versus averaged non-target quadrants was 

determined.  

 

Sacrifice. At completion of the experiment (i.e when mice were 12 months of age), blood was 

collected, mice sacrificed without anesthesia, as the latter has been shown to promote Tau 

hyperphosphorylation through hypothermia (Planel et al, 2007) and brains removed. 

Hippocampi of each mouse were dissected out using a coronal acrylic slicer (Delta 

Microscopies) at 4°C and stored at -80°C until use for biochemical and mRNA analyses. 

Remaining brain tissue as well as plasma were respectively kept at -80°C and  -20°C until 

dosage of caffeine and its metabolites.  

 

Quantitative determination of caffeine and metabolites in blood and brain samples. 

Brain samples were weighed and 2 mL of water containing 1% of formic acid were added to 

each sample. For determination of the recovery rate control samples were spiked with 

caffeine, theophylline, paraxanthine, and theobromien (1 µM and 10 µM, each). The tissues 

were then homogenized using an Ultra Turrax® (1 min, 25000 rpm at room temperature), 

subsequently vortexed for 1 min, and then treated in an ultrasonic bath for 5 min. The 

homogenates were then transferred to centrifugal filters (Amicon ULTRA 2 ml 3K) and 

centrifuged at 5445 g for 1 h. The obtained dialysate was transferred into high performance 

liquid chromatography (HPLC) vials and analysed as described below. 

Mouse plasma samples were diluted 1:1 with water containing 1% formic acid. Control 

samples were spiked with a mixture of caffeine, theophylline, paraxanthine, and theobromine 

(final concentration: 1 µM and 10 µM each). The solutions were vortexed for 1 min and then 

treated in an ultrasonic bath for 5 min. The samples were then transferred to centrifugal filters 

(Amicon ULTRA 2ml 3K) and centrifuged for 15 min at 5445 g. The obtained dialysates 
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were directly transferred into HPLC vials. 

Mass spectra were recorded on an API 2000 (AB SCIEX, Darmstadt, Germany) mass 

spectrometer with a turbo ion source ionization (electrospray ionization, ESI)  coupled with 

an Agilent 1100 HPLC system (Agilent, Böblingen, Germany) using a C18 column (EC50/2 

NUCLEODUR C18 gravity 3 µm, Macherey und Nagel, Düren, Germany). A solvent 

gradient was run from 90 % A (water containing 0. 25% formic acid, 2 mM ammonium 

acetate) and 10% B (methanol containing 2 mM ammonium acetate) to 40 % A and 60% B 

within 12 min, followed by rinsing for 10 min with 100% B using a flow rate of 300 µl/min. 

Sample solution (20 µl) was injected and detection was performed with multiple reaction 

monitoring (MRM) in the negative ionization mode. The limit of detection was 10 nM for 

caffeine, and 100 nM for its metabolites (determined without biological matrix). 

 

Biochemical analysis. Total protein extracts were obtained and analyzed as previously 

described (Leboucher et al, 2013). Briefly, tissues were homogenized in 200 µL Tris buffer 

(pH 7.4) containing 10% sucrose and protease inhibitors (Complete; Roche Diagnostics 

GmbH), sonicated, and kept at -80°C until use. Protein amounts were evaluated using the 

BCA assay (Pierce), subsequently diluted with LDS 2X supplemented with reducing agents 

(Invitrogen) and then separated on NuPage Novex gels (Invitrogen). Proteins were transferred 

to nitrocellulose membranes, which were then saturated (5% non-fat dry milk or 5% BSA) in 

TNT (Tris 15mM pH8, NaCl 140mM, 0.05% Tween) and incubated with primary and 

secondary antibodies. Signals were visualized using chemiluminescence kits (ECLTM, 

Amersham Bioscience) and a LAS3000 imaging system (Fujifilm). Results were normalized 

to GAPDH and quantifications were performed using ImageJ software (Scion Software). All 

primary antibodies used are described in Table 1.  
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mRNA extraction and quantitative real-time RT-PCR analysis. Total RNA were extracted 

from hippocampi and purified using the RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, France). One 

microgram of total RNA was reverse-transcribed using the Applied Biosystems High-

Capacity cDNA reverse transcription kit. Quantitative real-time RT-PCR analysis was 

performed on an Applied Biosystems Prism 7900 System using Power SYBR Green PCR 

Master Mix. The thermal cycler conditions were as follows: hold for 10 min at 95°C, 

followed by 45 cycles of a two-step PCR consisting of a 95°C step for 15 s followed by a 

60°C step for 25 s. Sequences of primer used are given in Table 2. Cyclophilin A was used as 

internal control. Amplifications were carried out in triplicate and the relative expression of 

target genes was determined by the ΔΔCT method.  

 

Statistics. Results are expressed as means ± SEM. Differences between mean values were 

determined using the Student’s t-test, 2W-ANOVA or 1W-ANOVA followed by a post-hoc 

Fisher's LSD test using Graphpad Prism Software. P values <0.05 were considered 

significant.  
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Results 

 

Mouse monitoring and caffeine concentrations. Animals were monitored all along the 

treatment, i.e. from 2 to 12 month of age. In our experimental conditions, we did neither 

encounter mortality nor signs of animal suffering in caffeine-treated animals. At completion 

of experiments, water-treated animals exhibited a body weight gain reaching 136.8±2.6% of 

their initial body weight. Caffeine consumers exhibited a lower body weight gain reaching 

127.9±1.3% of initial body weight (p=0.002 vs. water consumers), in line with previous 

observations (Duarte et al, 2012). Body temperature was found similar regardless of treatment 

and genotype (Water: 35.4±0.3°C vs. Caffeine: 34.9±0.2°C; NS using Student’s t-test). In 

average, consumption of caffeinated-water was 3.99±0.15 mL/mouse/day corresponding to an 

averaged intake of 1.2 mg of caffeine per day. This achieved plasma and brain concentrations 

of about 4 µM of caffeine (Figure 1A) with a brain:plasma ratio being close to 1 (Figure 1B). 

Caffeine metabolites (paraxanthine, theobromine and theophylline) were also detected in the 

plasma and the brains of treated mice (Figure 1A). In the plasma, paraxanthine levels were 

similar to those of caffeine while theobromine and theophylline concentrations were 

significantly lower (Figure 1A). Brain levels and brain:plasma ratio were found significantly 

lower for all metabolites (Figures 1A-B). 

 

Caffeine prevents development of spatial memory impairments in THY-Tau22 mice. In 

order to evaluate the impact of caffeine treatment towards the development of memory 

impairments in THY-Tau22 mice, we performed a Morris Water Maze test. As shown in 

Figure 2A, following path length calculations, we could not detect significant difference 

between groups during the learning phase using two-way ANOVA analysis (p=0.235). Also, 

treatment did not influence animal velocity (p>0.05 using One-Way ANOVA; Figure 2B). 
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Seventy-two hours following acquisition, a probe trial was performed. As observed in the 

learning phase, velocity and path were found similar between the different experimental 

groups (p>0.05, not shown). Regardless of treatment, WT animals exhibited a significant 

preference for the target quadrant vs. non-target quandrants (Figure 2C) with a significantly 

greater proportion of time spent in the former than expected by chance (i.e. >25% ; WT 

Water: 34.04±3.37%, p=0.025 ; WT Caffeine: 33.87±3.66%, p=0.031). Caffeine did not 

impact performance of WT animals. Conversely, and as  expected (Burnouf et al, 2013), 

THY-Tau22 mice treated with water exhibited major memory impairments with no preference 

for the target quadrant (Figure 2C). Notably, THY-Tau22 mice treated with caffeine exhibited 

improved memory performance as compared to non-treated THY-Tau22 animals manifested 

by a significant preference for the target quadrant vs. non-target area (Figure 2C). Also, these 

animals spent a significantly greater proportion of time in the former than expected by chance 

(32.30±2.22%, p=0.0082). Together, these data indicated that chronic caffeine intake prevents 

from the development of memory impairments in THY-Tau22 mice.  

 

Caffeine reduces Tau phosphorylation and proteolytic fragments in THY-Tau22 mice. 

THY-Tau22 mice exhibit AD-like Tau hyperphosphorylation correlated with memory deficits 

(Burnouf et al, 2013). To address the potential impact of caffeine treatment on Tau, we 

evaluated its phosphorylation at several epitopes (Figure 3). Specifically, we determined Tau 

phosphorylation at Ser214, Ser396, Ser404 (physiological epitopes), Tau abnormal 

phosphorylation at Thr212/Ser214 (AT100) and Ser422 as well as Tau dephosphorylation 

using Tau1 antibody. Our data indicated that caffeine treatement in THY-Tau22 mice 

significantly reduced the levels of several Tau phospho-epitopes relatively to total Tau levels 

i.e. Ser396 (-22.6±7.0% of THY-Tau22 water; p=0.019), Thr212/Ser214 (-20.3±4.8% of 

untreated THY-Tau22 mice; p=0.038) and Ser422 (-27.5±4.4% of untreated THY-Tau22 
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mice; p=0.005) (Figure 3). Accordingly, Tau1 labeling, representing some de-phosphorylated 

Tau epitopes, was found significantly increased in treated THY-Tau22  (+36.4±7.4% of 

untreated THY-Tau22 mice; p=0.005). Finally, using antibodies recognizing Tau protein at 

either N- or C- terminal, we observed a significant increase of total Tau levels (N-ter: 

+29.0±7.6% of untreated THY-Tau22 mice, p=0.04; C-Ter: +22.0±5.3% of water-treated 

THY-Tau22 mice; p=0.004) concomitant with a significant reduction of respective Tau 

fragments in caffeinated THY-Tau22 mice vs. non-treated transgenic animals (N-ter 

fragments: -40.9±5.2% of untreated THY-Tau22 mice; p=0.027; C-ter fragments: -54.8±3.5% 

of untreated THY-Tau22 mice; p=0.004; molecular masses comprised between 25 and 35 

kDa; Figure 3). This occurred while human Tau transgene mRNA expression remained 

unchanged (not shown). Together, these data indicated that caffeine mitigates both Tau 

hyperphosphorylation and level of proteolytic fragments in THY-Tau22 mice. 

 

Caffeine impacts on kinase/phosphatase balance in THY-Tau22 mice. Tau 

phosphorylation is under the tight control of a kinase/phosphatase balance. More than 30 

different kinases are able to phosphorylate Tau (Sergeant et al, 2008). In a first attempt, we 

thus evaluated impact of caffeine upon expression and activation of major Tau kinases, 

namely Akt, GSK3β, CaMKII, Erk, cdk5, p38 and AMPK. As shown on figure 4, caffeine 

treatment did not alter expression of the studied kinases in the hippocampus of THY-Tau22 

mice. Phosphorylation of Akt, GSK3β, CaMKII, p38 and AMPK remained also unchanged 

(Figure 4). However, we observed that caffeine led to an increased Erk phosphorylation as 

compared to non-treated THY-Tau22 animals (+83.3± 23.8% of untreated THY-Tau22 mice; 

p=0.01). Further, cdk5 immunoreactivity was found significantly higher in caffeinated THY-

Tau22 mice (+43.4±12.3% of untreated THY-Tau22 mice; p=0.042), without any change in 

the level of its pathological activator p25. Changes in Erk phosphorylation and cdk5 
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expression failed to explain the decreased Tau phosphorylation induced by caffeine at several 

phosphoepitopes. Therefore, we next addressed expression of the catalytic subunit of PP2A, 

the main Tau phosphatase, and found that caffeine treatment led to a significant increase of 

PP2AC expression in the hippocampus of THY-Tau22 mice (+34.1± 4.3% of untreated THY-

Tau22 mice; p=0.006). Overall, our data suggested that reduced Tau phosphorylation by 

caffeine is likely linked to changes in phosphatase rather than kinases in THY-Tau22 mice.  

 

Caffeine reduces hippocampal neuro-inflammatory markers in THY-Tau22 mice. THY-

Tau22 mice as other Tau transgenic mouse models have shown to exhibit hippocampal 

neuroinflammation, progressing along the development of hippocampal Tau pathology and 

behavioral alterations (Schindowski et al, 2006; Belarbi et al, 2011; unpublished data). Of 

interest, on the one hand, neuroinflammation promotes Tau hyperphosphorylation (Kitazawa 

et al, 2005; Gorlovoy et al, 2009) and, on the other hand, caffeine has been suggested to 

mitigate neuroinflammatory processes (Brothers et al, 2010; reviewed by Chen and Chern, 

2011). Finally, Tau fragments have been shown to promote brain inflammation by themselves 

(Zilka et al, 2009; Kovac et al, 2011). Together, these observations prompted us to investigate 

the effects of caffeine towards neuro-inflammatory markers previously found upregulated in 

Tau transgenic models (Schindowski et al, 2006; Garwood et al, 2010; Belarbi et al, 2011). 

Our data specifically indicate that markers of innate immunity (CD68, CD45, TLR2) and 

astrocytes (GFAP) as well as several pro-inflammatory cytokines (CCl4, CCl5 and TNFα) 

were significantly upregulated in the hippocampus of THY-Tau22 as compared to WT 

animals (Figure 5). While caffeine had no effect in WT animals, mRNA levels of several 

markers (CD45, TLR2, CCl4, TNFα) were significantly reduced in caffeine-treated THY-

Tau22 mice as compred to untreated Tau animals. Therefore, our data indicate that caffeine 

reduces hippocampal neuro-inflammation in THY-Tau22 mice. 
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Discussion 

 

The present data demonstrate that chronic caffeine intake reduces hippocampal Tau 

hyperphosphorylation and the level of some Tau fragments, mitigates neuro-inflammation and 

prevents subsequent memory impairments in THY-Tau22 mice. This is the first description of 

caffeine effects in a transgenic mouse model of tauopathy.  

Chronic delivery of caffeine at 0.3 g/L through drinking water was chosen according to 

previous data reporting significant benefit in a transgenic mouse model of amyloidogenesis 

(Arendash et al, 2009). According to our analyses, such regimen achieves moderate levels of 

caffeine (about 4 µM) into plasma and brain of treated animals. These concentrations 

correspond, in Humans, to a moderate consumption of few cups of coffee per day; and among 

the possible pharmacological targets of caffeine, concentrations achieved are essentially 

compatible with the blockade of adenosine receptors (Fredholm et al, 1999). Plasma levels of 

caffeine observed here are close to the values previously obtained following a similar chronic 

oral treatment in another mouse strain (Georgiev et al, 1993) and the plasma:brain ratio close 

to 1 is in line with other experimental data (Kaplan et al, 1989). In addition to caffeine, we 

also evaluated its metabolites in brain. Brain measurements as well as brain:plasma ratio 

calculations showed significantly lower values for all caffeine metabolites as compared to 

caffeine itself, in accordance with data obtained following acute caffeine injections (Kaplan et 

al, 1989; Xu et al, 2010). Although caffeine is found at higher concentration than its 

metabolites, we cannot rule out their contribution to the beneficial effects observed as they 

exhibit pharmacological activity and were demonstrated to be neuroprotective in other 

neurodegenerative models (Fredholm et al, 1999; Xu et al, 2010). This point will deserve 

further future investigations. 
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Following Morris Water maze, we demonstrate that long-term caffeine intake significantly 

prevents from the development of memory deficits in Tau transgenic mice. Conversely to Tau 

mice, caffeine does not lead to improve learning and memory of WT mice in our Morris 

Water Maze paradigm supporting that caffeine may act as a cognitive normalizer. Also, 

absence of path or velocity differences in caffeine-treated animals during learning and probe 

trials -indicative of a tolerance following long-term treatment (Fredholm et al,, 1999)- rule-

out that, in caffeine-treated animals, memory benefit (but also pathology changes) arises from 

an exercise-like behavior (Belarbi et al,, 2011). Our behavioural observations are in 

accordance with the ability of this methylxanthine to improve cognitive performances in 

various detrimental conditions associated with memory deficits (for review see Marques et al, 

2011) as aging (Vila-Luna et al, 2012), diabetes (Duarte et al, 2012) or amyloid 

toxicity/amyloidogenesis (Arendash et al, 2009; Dall’Igna et al, 2007). This raises the 

possibility that in all these detrimental situations, caffeine shares similar mechanisms to 

favour cognitive function, for instance, by reinforcing synaptic plasticity (Simons et al, 2011; 

Alzoubi et al, 2013) or inhibiting acetylcholinesterase (Pohanka and Dobes, 2013). However, 

caffeine could also exert specific effects regarding the particular detrimental processes 

involved in each case. For instance, caffeine seems to modulate secretases in APP models, 

contributing to reduced amyloid load (Arendash et al, 2009). In THY-Tau22 mice, our data 

suggest that memory improvement is ascribed, at least in part, to changes in Tau 

hyperphosphorylation, Tau truncation and hippocampal neuroinflammation.  

Tau hyperphosphorylation has been consistently associated with cognitive alterations in 

several dementing disorders (Sergeant et al, 2008) and Tau transgenic models (Burnouf et al, 

2013). In line, increased Tau phosphorylation has been associated with impaired spatial 

memory in wild-type or Tau transgenic animals (Le Freche et al, 2012; Leboucher et al, 
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2013). Reduced Tau hyperphosphorylation in caffeine-treated THY-Tau22 mice, notably at 

pathological epitopes (AT100, Ser422), may likely explain improved memory performances.  

Tau phosphorylation is under the control of phosphatases, essentially PP2A, and a number of 

distinct kinases (>30; Sergeant et al, 2008). None of the studied kinases was found altered 

following caffeine treatment. This is at odds with previous reports indicating that low doses of 

caffeine reduces Y216 phosphorylation of GSK3β,  both in vitro and in vivo (Arendash et al, 

2009; Prasanthi et al, 2010). Rather, we observed that caffeine treatment increased both Erk 

phosphrylation and cdk5 expression. Erk activation was previously shown to occur in APP 

mice following a similar caffeine treatment paradigm (Zeitlin et al, 2011). Erk and cdk5 are 

well-known Tau kinases (Sergeant et al, 2008) but, here, their changes seem thus unlikely 

related to the decreased Tau phosphorylation we observed in caffeine-treated THY-Tau22 

mice. However, both Erk and cdk5 have also been described to be important for spatial 

memory and synaptic plasticity (Giovannini, 2006; Guan et al, 2011; Lai et al, 2012), in 

accordance with behavioural improvement of Tau mice observed following caffeine 

treatment. Rather than involving kinases, reduced Tau phosphorylation could be ascribed to 

change in phosphatase level. Indeed, Tau mice treated with caffeine exhibit a significant 

increase in the expression of the catalytic subunit of PP2A, the main brain Tau phosphatase 

(Liu et al, 2005). PP2A activation by selenate is known to mitigate Tau hyperphosphorylation 

and restore memory function in Tau transgenic models (Corcoran et al, 2010; van Eersel et al, 

2010). This view is also in accordance with various works conversely demonstrating 

association of Tau hyperphosphorylation with reduced PP2A following anesthesia treatment 

or in diabetic models (Planel et al, 2007; Planel et al, 2009; Papon et al, 2013). The latter 

studies notably support that PP2A changes are ascribed to hypothermia. Our data indicate that 

body temperature remains unaffected regardless of genotype and treatment, ruling out that 

body temperature changes may underly the changes we observed. Alternatively, it remains 
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possible that PP2A regulation by caffeine arises from the modulation of adenosine A2A 

receptors, non-selectively blocked by caffeine (Fredholm et al, 1999; Müller and Jacobson, 

2011). Indeed, previous findings demonstrated that PP2A activity is decreased following A2A 

receptor activation in murine heart (Tikh et al, 2008). However, precise caffeine impacts on 

PP2A remains to be fully elucidated.  

In Tauopathies, besides phosphorylation, Tau protein undergoes other post-translational 

modifications such as truncation. Numerous truncated Tau fragments with various molecular 

masses have been described in the brain of AD patients but so far only few fragments have 

been identified (for review see Kovacech and Novak, 2010). Previous works showed that 

truncated Tau species are able to drive abnormal microtubule assembly, to promote Tau 

phosphorylation and to favour the development of neurofibrillary degeneration in the rat brain 

(Zilka et al, 2012 for review). Tau fragments thus exert a detrimental role in AD. 

Interestingly, in addition to a reduced Tau hyperphosphorylation, we demonstrate that 

caffeine treatment leads to a significant reduction of some Tau fragments. Given the apparent 

molecular mass of the latter and Tau sequence targeted by antibodies used (the first 19AA and 

the last 15AA by N-ter and C-ter total Tau antibodies, respectively), modulated fragments are 

unlikely related to the two well-characterized species Glu391 and Asp421 (Novak et al, 1993; 

Rissman et al, 2004). Further investigations are thus required to identify their precise 

sequence, their proteolytic cleavage sites and their specfic role in Tau pathology. Nonetheless, 

Tau fragments are known to promote neuroinflammation and cause the release of 

proinflammatory cytokines (Zilka et al, 2009; Kovac et al, 2011). Accordingly, THY-Tau22 

mice exhibit a significant hippocampal upregulation of several markers of innate immunity. 

The reduced Tau fragments observed in caffeine-treated THY-Tau22 mice correlates with the 

significant decrease of several pro-inflammatory markers. Activation of microglia and pro-

inflammatory cytokines has been shown to themselves promote Tau hyperphosphorylation 
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both in vitro and in vivo (Kitazawa et al, 2005; Gorlovoy et al, 2009). Therefore, it remains 

possible that modification of Tau truncation by caffeine indirectly contributes to the decreased 

Tau phosphorylation observed by mitigating neuro-inflammatory processes. Alternatively or 

in addition, reduced neuro-inflammation may arise from a direct pharmacological effect of 

caffeine on inflammatory cells. Indeed, caffeine has been previously shown to protect from 

LPS-induced neuroinflammation (Brothers et al, 2010). This effect could be mediated through 

A2A receptors, expressed by brain inflammatory cells and whose blockade has been 

consistently found to reduce neuro-inflammatory processes in various models of 

neurodegeneration (Wei et al, 2011 and references herein). 

In conclusion, our data demonstrate that chronic caffeine intake reduces the level of Tau 

phosphorylation/truncation, neuroinflammation and improves memory in a Tau transgenic 

mouse model. Considering benefits afforded by moderate caffeine intake in Tau (this study) 

and amyloid models (Arendash et al, 2009; Dall’Igna et al, 2007; see Blum et al, 2013 for 

review) as well as the safety profile of this methylxanthine in Humans (Fredholm et al,, 1999; 

Postuma et al, 2012), caffeine could be considered as a relevant therapeutic candidate in early 

AD patients. 
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Figure legends 

 

Figure 1. Concentrations of caffeine and its metabolites in plasma and brains of 

chronically-treated animals. A. Plasma and brain concentrations of caffeine and its 

metabolites (paraxanthine, theobromine and theophylline) assessed using LC/MS. Caffeine is 

the main component found in the brain. B.  Brain:plasma ratio calculated from data given in 

A. Ratio is close to 1 for caffeine and is significantly lower for metabolites. Results represent 

pooled data from WT and Tau mice and are expressed as means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 vs. Caffeine using 1W-ANOVA. n=10/group. 

 

Figure 2. Caffeine prevents development of spatial memory impairments in THY-Tau22 

mice. A. Learning phase of the Morris Water Maze task. No difference is observed between 

groups during the learning phase using path length calculations. B. Velocity is not modified 

regardless of group. C. Probe test performed 72h after the last day of learning. Results are 

expressed as means ± SEM of the averaged percent of total time spent in target quadrant (T) 

vs non-target quadrants (NT). Data demonstrate that WT animals exhibit a significantly 

preference for target quadrant while THY-Tau22 mice treated with water did not. THY-Tau22 

mice treated with caffeine significantly exhibit a preference for target quadrant as observed 

for WT animals. Results are expressed as means ± SEM. **p<0.01 vs. Target, using Student’s 

t-test; #p<0.05 vs. WT  H2O using 1W-ANOVA and post-hoc Fisher's LSD. n=10-15/group. 

 

Figure 3. Caffeine reduces Tau phosphorylation and Tau fragments in THY-Tau22 

mice. A. Western blot analysis of Tau phosphorylation in THY-Tau22 mice treated with 

water or caffeine using antibodies targeting physiological (pSer214, pSer396, pSer404) and 

pathological (pThr212/Ser214, pSer422) Tau epitopes. We observe a significant decrease of 
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phosphorylation of Thr212/Ser214, Ser396 and Ser422 epitopes as well as an increase of 

dephosphorylated Tau using Tau1 antibody. Moreover, caffeine reduces Tau fragments (f-

Cter and  f-Nter) concomitantly with an increased Total Tau levels (Cter and Nter). B. 

Quantifications were performed over total tau levels (Cter). Total Tau levels were quantified 

vs. GAPDH, used as loading control. Results are expressed as means ± SEM.  THY-Tau22 

H2O vs THY-Tau22 caffeine : *p<0.05  **p<0.01, using Student’s t-test. n=5-7/group.  

 

Figure 4. Impact of caffeine on hippocampal Tau kinases and PP2AC. Western blot 

analysis was performed using antibodies raised against total/phophorylated forms of several 

Tau kinases and PP2AC. Results indicate increased pErk and cdk5 in caffeine-treated animals 

together with an upregulation of PP2AC. Phospho-epitopes were quantified vs. total form of 

respective protein. Total expressions were quantified vs. GAPDH. Results are expressed as 

means percentage ± SEM of untreated animals. *p<0.05, **p<0.01 vs. non-treated animals, 

using Student t-test. n=5-7/group.  

 

Figure 5. Caffeine reduces hippocampal neuro-inflammation in THY-Tau22 mice. qPCR 

analysis of hippocampal neuro-inflammatory  markers. CD68, CD45 and TLR2 are innate 

immunity markers, GFAP is a marker for astrocytes; CCL4, CCL5 and TNFα are cytokines. 

All markers display increased levels in water-treated THY-Tau22 mice compared to WT 

animals. Caffeine treatment significantly reduced levels of CD45, TLR2, CCL4 and TNFα in 

THY-Tau22 mice. Results are expressed as means ± SEM. *p<0.05  **p<0.01 ***p<0.001 

vs. WT H2O; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs. THY-Tau22 H2O using 1W-ANOVA and 

post-hoc Fisher's LSD. n=6-10/group. 
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Table 1 : Antibodies used in this study. MAPT, microtubule-associated protein tau ; PHF, 

paired-helical filaments ; Mono, monoclonal; Poly, polyclonal; WB, dilution used in Western 

blotting. 

 !

Name Abbreviation Epitope Type Origin Provider WB 
Tau       

Anti-phospho-MAPT 
(pSer214) PS214 pS214 Poly Rabbit Sigma 1/1000 

Anti-PHF, clone AT100 AT100 pT212, pS214 Mono Mouse Thermo 
Scientific 1/1000 

Anti-phospho-MAPT 
(pSer396) PS396 pS396 Poly Rabbit Invitrogen 1/10000 

Anti-phospho-MAPT 
(pSer404) PS404 pS404 Poly Rabbit Invitrogen 1/10000 

Anti-phospho-MAPT 
(pSer422) PS422 pS422 Poly Rabbit Invitrogen 1/2000 

Anti-Tau-1, clone PC1C6 Tau1 Non-phospho-
S195,198, 199, 202 Mono Mouse Millipore 1/2000 

Anti-total Tau Cter Cter last 15 aa of 
COOH terminus Poly Rabbit Home-made 1/2000 

Anti-total Tau Nter Nter first 19 aa of the 
amino-terminal region Poly Rabbit Home-made 1/2000 

Others       

Phospho-Akt (Ser473) P-AKT pS473 Poly Rabbit Cell Signaling 
Technology 1/1000 

Akt Akt Mouse Akt COOH 
terminus Poly Rabbit Cell Signaling 

Technology 1/1000 

p-CAMKII (Thr286) P-CAMKII pT286 Poly Rabbit Cell Signaling 
Technology 1/1000 

CAMKII CAMKII Human CAMKII 
amino- terminal region Poly Rabbit Cell Signaling 

Technology 1/1000 

CDK5 (C-8) CDK5 CDK5 COOH terminus Poly Rabbit Santa Cruz 
Biotechnology 1/1000 

Phospho-p44/42 MAPK 
(Erk1/2) P-ERK pT202, pY204 Mono Mouse Cell Signaling 

Technology 1/1000 

p44/42 MAPK (Erk 1/2) 
(3A7) ERK Mouse Erk 1/2 Mono Mouse Cell Signaling 

Technology 1/1000 

Phospho-GSK-3β (Ser9) P-GSK3β(S9) pS9 Poly Rabbit Cell Signaling 
Technology 1/1000  

Phospho-GSK3 
(Tyr279/Tyr216) clone 5G-

2F 

P-
GSK3β(Y216) pY279/Y216 Mono Mouse Millipore 1/1000 

GSK-3α/β (0011-A) GSK3 Mouse GSK3β 1-420 Mono Mouse Santa Cruz 
Biotechnology 1/2000 

Phospho- AMPKα (Thr172) P-AMPK pT172 Poly Rabbit Cell Signaling 
Technology 1/1000 

AMPKα AMPK Human  AMPKα  
amino- terminal region Poly Rabbit Cell Signaling 

Technology 1/1000 

P35 (C-19) P35 Human P35 COOH 
terminus Poly Rabbit Santa Cruz 

Biotechnology 1/1000 

Phospho-p38 MAPK 
(Thr180/Tyr182) P-P38 pT180/pT182 Poly Rabbit Cell Signaling 

Technology 1/1000 

P38 MAPK P38 Human p38 Poly Rabbit Cell Signaling 
Technology 1/1000 

Anti-PP2A, C subunit, 
clone 1D6 PP2A C Human PP2A C 

subunit 295-309 Mono Mouse Millipore 1/2000 

GAPDH GAPDH Human GAPDH FL 1-
335 Poly Rabbit Santa Cruz 

Biotechnology 1/10000 
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Table 2 : Primers sequence used in this study. FW, Forward ; R, Reverse  

 

 

 

 

 

 

 

	  

 

 

 

 

 

 

 

Name Access Number Primer FW Primer R Amplicon size 

CD68 NM_009853.1 gacctacatcagagcccgagt cgccatgaatgtccactg 95 

CD45 NM_001111316.2 gaggtgtctgatggtgcaag tgtattccactaaagcctgatgaa 69 

GFAP NM_001131020.1 cgcgaacaggaagagcgcca gtggcgggccatctcctcct 104 

TLR2 NM_011905.3 ggggcttcacttctctgctt agcatcctctgagatttgacg 110 

CCL3 NM_011337.2 tgcccttgctgttcttctct gtggaatcttccggctgtag 112 

CCL4 NM_013652.2 gccctctctctcctcttgct gagggtcagagcccattg 72 

CCL5 NM_013653.3 ctcactgcagccgccctctg ccgagccatatggtgaggcagg 51 

TNFa NM_013693.2 tgcctatgtctcagcctcttc gaggccatttgggaacttct 116 

Cyclophilin NM_008907.1 agcatacaggtcctggcatc ttcaccttcccaaagaccac 126 

!
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Conclusion  
 

          Les résultats présentés au cours de cette étude démontrent pour la première fois qu’un 

traitement chronique de caféine réduit l’hyperphosphorylation et la formation d’espèces 

tronquées de tau, module la réponse neuro-inflammatoire et prévient les déficits mnésiques 

dans le modèle de tauopathie  THY-Tau22.  

        L’administration de la caféine à une concentration de 300mg/L conduit à une 

concentration centrale et plasmatique de l’ordre de 4µM. Ces concentrations suggèrent alors 

que les effets bénéfiques de la caféine observés soient uniquement médiés par le blocage des 

récepteurs adénosinergiques (Fredholm et al., 1999). Par ailleurs, nous ne pouvons exclure 

que ces effets soient également attribuables à ses métabolites (paraxanthine, théophilline et 

théobromine) retrouvés dans le cerveau, bien qu’à des concentrations plus faible que la 

caféine (Fredholm et al., 1999 ; Xu et al., 2010).  

          Les résultats observés au test de la piscine de Morris révèlent une prévention des 

altérations de mémoires spatiales par la caféine chez les souris THY-Tau22. Ces observations 

sont en accord avec les différentes études réalisées démontrant une réduction des déficits 

cognitifs par la caféine au cours de situations marquées par une perte mnésique tel que le 

vieillissement, le diabète ou encore suite à l’injection aigüe de peptide Aβ (pour revue Cunha 

et Agostinho, 2010). Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette normalisation sont 

probablement différents et dépendant du contexte physiopathologique. Concernant notre 

modèle THY-Tau22, cette prévention des déficits cognitifs semble induite par une réduction 

de l’hyperphosphorylation et de la troncation de la protéine tau ainsi qu’une modulation de la 

réponse neuro-inflammatoire.  

          L’hyperphosphorylation de tau est en effet associée au développement d’altérations 

cognitives dans différents modèles de pathologie tau (Polydoro et al., 2009 ; Van der Jeugd et 

al., 2011 ; Mustroph et al., 2012). De plus, nous avons précédemment observé dans le modèle 

THY-Tau22 une corrélation entre l’augmentation des altérations de mémoire spatiale et de 

l’hyperphosphorylation de tau (Le frêche et al., 2012 ; Leboucher et al., 2013). La réduction 

des niveaux de phosphorylation de tau aux épitopes AT100 et Ser422 peut donc participer à 

l’amélioration des performances mnésiques observées chez les souris THY-tau22 traitées à la 

caféine. Nous avons par ailleurs mis en évidence une réduction de la formation d’espèces 

tronquées de tau. Or, il a été démontré que ces espèces toxiques peuvent participer à 

l’agrégation et le développement de la pathologie tau (pour revue Chesser et al., 2013) ainsi 

qu’à la mise en place d’une réponse neuro-inflammatoire (Zilka et al., 2009). De plus, la 
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caféine module l’activation microgliale induite par l’administration de LPS (Brothers et al., 

2010). Enfin, compte tenu des effets délétères de la neuro-inflammation sur les fonctions 

cognitives (Jacewicz et al., 2009 ; Kohman et al., 2013), et sur la pathologie tau (Gorlovoy et 

al., 2009 ; Bhaskar et al., 2010), la réduction de la réponse neuro-inflammatoire induite par 

tau chez les souris THY-Tau22 traitées chroniquement à la caféine peut jouer un rôle central 

sur les effets bénéfiques observés.  

          Etant donné l’innocuité et l’absence d’effets secondaires induit par une consommation 

chronique et habituelle de caféine (Fredholm et al., 1999), ses effets bénéfiques observés dans 

notre modèle de pathologie tau THY-Tau22 et dans des modèles amyloïdes (Arendash et al., 

2006 ; Arendash et al., 2009 ; Dall’Igna et al., 2007), la caféine pourrait être considéré comme 

un agent thérapeutique pertinent chez les MCI. Des études complémentaires sont en effet 

nécessaires pour évaluer le potentiel thérapeutique de la caféine d’un point de vue curatif.  
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des récepteurs A2A dans le modèle  
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Conséquences de l’invalidation génétique des récepteurs A2A 

dans le modèle THY-Tau22 

 

 

Objectifs 

 

Les récepteurs adénosinergique A2A sont, avec les récepteurs A1, la principale cible 

pharmacologique de la caféine pour des consommations habituelles (Fredholm et al., 1999). 

Bien que leur blocage ait été observé comme bénéfique dans différentes situations 

neuropathologiques comme l’ischémie, la maladie de Parkinson, ou encore l’épilepsie (pour 

revue Gomes et al., 2011), leur modulation dans la MA reste à ce jour mal connue. 

L’activation des récepteurs A1 a néanmoins été observée in vitro comme pouvant participer à 

la phosphorylation de tau, ce qui pourrait en faire une cible pharmacologique intéressante. 

Toutefois, les conséquences délétères observées en périphérie à la suite du blocage de ces 

récepteurs, principalement une élévation de la pression artérielle (Brown et al., 2006 ; Russell 

et al., 2006), les rendent inadéquat en tant que cible thérapeutique. A l’inverse, l’utilisation 

d’antagonistes A2A ne présente pas d’effets secondaires notables et certains comme 

l’Istradefylline (KW-6002) font actuellement l’objet d’essai clinique notamment dans la 

maladie de Parkinson (Mizuno et Kondo, 2013). Dans le contexte de la MA, le blocage 

génétique et pharmacologique de ces récepteurs A2A est associé à une réduction de la 

neurotoxicité et des déficits mnésiques induits par l’injection aigüe d’Aβ (Dall’Igna et al., 

2007 ; Canas et al., 2009), mais n’a pas été évalué dans des modèles chroniques de pathologie 

amyloïde. De la même manière, ses relations vis à vis de la pathologie tau sont à ce jour 

inconnues. L’objectif de ce travail de thèse fut donc de déterminer les conséquences de 

l’invalidation des récepteurs A2A dans le modèle de tauopathie THY-Tau22. Les effets 

sur la pathologie tau mais également sur les altérations comportementales, 

electrophysiologiques, de même que sur la réponse neuro-inflammatoire seront étudiés.  
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Matériel et méthode 

 

Des procédures expérimentales communes à la partie précédente (stabulation des animaux, 

piscine de Morris, sacrifice, analyses biochimiques et transcriptionnelles) ont déjà été 

détaillées dans l’article Laurent et al., (soumis). Pour ces raisons, seules les expérimentations 

spécifiques à cette partie feront l’objet d’une description complète. 

 

Génération des souris THY-Tau22 A2A
-/- 

Les souris THY-Tau22 invalidées génétiquement pour le récepteur A2A et leurs contrôles de 

portée ont été obtenues par deux croisements successifs comme décrit dans la figure 41. 

L’ensemble des expérimentations a été effectué à l’âge de 6mois. 

 

                 

 

Etudes comportementales 

Labyrinthe en Y  

La mémoire spatiale des souris (dépendante de l’hippocampe) a été évaluée par le test du 

labyrinthe en Y (Y-Maze). Les bras du labyrinthe font 20cm de long, 6,5cm de large et sont 

profonds de 15cm. La surface du labyrinthe est recouverte de sciure qui est mélangée après 

I 

II 

III 

       THY-Tau22 A2A
+/+        WT A2A

-/- 

       THY-Tau22 A2A
+/-        WT A2A

-/- 

       THY-Tau22 A2A
-/- 

Figure 41 Les souris THY-Tau22 A2A
-/- ont été obtenues par deux croisements successifs. 

Les souris THY-Tau22 A2A
+/+ et WT A2A

-/- (généreusement données par Dr C. Ledent) ont 
été croisées pour obtenir des souris THY-Tau22 A2A

+/-. Ces dernières ont alors à nouveau 
été croisées avec les souris WT A2A

-/- afin d’obtenir les souris THY-Tau22 A2A
-/- et leur 

contrôle de portée.  
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chaque essai afin d’éliminer les indices olfactifs. Des indices extérieurs sont placés sur les 

murs entourant le labyrinthe. La lumière de la pièce est maintenue à 8 lux. Durant la phase 

d’exploration, les souris sont assignées à 2 bras (bras de départ/start et l’autre bras/other) 

qu’elles peuvent visiter librement pendant 5 minutes, sans avoir accès au troisième bras (bras 

nouveau/new) qui est bloqué par une porte opaque (Figure 42). Les bras autres et nouveaux 

sont alternativement changés entre les souris. Après les 5 minutes d’exploration, les souris 

sont sorties du labyrinthe et remises dans leur cage pendant 2 minutes. Durant la phase 

d’acquisition, les souris sont placées à l’extrémité du bras de départ et peuvent librement 

circuler entre les trois bras du labyrinthe durant 5 minutes. La durée passée dans chaque bras 

est alors enregistrée par le logiciel EthovisionXT (Noldus, Netherlands). Des mises au point 

ont été réalisées au préalable afin de s’assurer que la préférence soit imputable aux indices 

extérieurs (non montré).  

       

 
 

Open Field 

L’activité locomotrice des animaux est déterminée en mesurant la distance parcourue dans 

une arène carrée pendant 10 minutes grâce au logiciel EthovisionXT (Noldus, Netherlands).  

 

Microdialyse 

Les souris THY-Tau22 A2A
-/- et leurs contrôles de portée ont été anesthésiées et placées dans 

un cadre de stéréotaxie (David Kopf, USA) avec leur température corporelle maintenue à 

37,5°C à l’aide d’une couverture chauffante (Harvard Instruments, USA). Le crâne a été percé 

et, une sonde de microdialyse d’un diamètre de 1 mm (NeuroChem, Lyon Neuroscience 

Research center, Lyon, France) a été implantée dans l’hippocampe dorsal droite ou gauche 

(coordonnées relatives au bregma : AP -1,8mm, L±1,5mm, V -2,4mm sous la surface du 

crane). Cette region a alors été perfusée avec un debit de l’ordre du µL/min par du liquide 

cerebrospinal articifiel (149mM NaCl, 2.80mM KCl, 1.2mM MgCl2, 1.2mM CaCl2, 2.78mM 

de tampon phosphate pH 7,4). Deux heures sont nécessaires avant le recueil des échantillons. 

Trois fractions sont alors collectées, chacune l’étant toutes les cinq minutes. A la fin de la 

manipulation, les souris sont décapitées puis le placement de la canule est vérifié. Les 

Figure 42 Représentation 
schématique du labyrinthe en Y.  
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dialysats sont conserves à -80°C jusqu’à analyse. Le jour de l’analyse, les niveaux de GABA 

et glutamate sont determinés par une methode d’électrophorèse capillaire conjuguée à la 

fluorescence à laser comme décrit précédemment (Sauvinet et al., 2003).  

 

Enregistrement électrophysiologique  

Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale, le cerveau récupéré et l’hippocampe 

disséquée puis placée dans une solution de Krebs à 4°C saturée à 95% O2 et 5% CO2. La 

solution de Krebs est composée (en mM) : NaCl 124, KCl 3, NaH2PO4 1.25, NaHCO3 26, 

MgSO4 1, CaCl2 2 et glucose 10 ajusté à pH 7,4. Des tranches de 400µM sont obtenues à 

l’aide d’un « shopper » McEwen et les potentiels de champs excitateurs post-synaptiques 

(fEPSP) ont été enregistrés dans le striatum radium de la CA1 de l’hippocampe. Les fEPSPs       

 
ont été quantifiés par la mesure de la pente initiale du potentiel (Figure 43). La LTD a été 

induite par une stimulation à basse fréquence (LFS : Low Frequency Stimulation), 

caractérisée par l’application de 1500 impulsions de 2Hz pendant 10 minutes. Trois vagues de 

stimulation ont été appliquées, séparées l’une de l’autre d’un intervalle de 10 minutes.   
 
Analyses biochimiques 
 
Electrophorèse bidimensionnelle 

L’électrophorèse bidimensionnelle est une approche permettant la séparation des protéines en 

fonction de leurs points isoélectriques (pHi) et de leur poids moléculaire. Elle nous a 

notamment permis de mesurer l’acidité de la protéine tau qui résulte presqu’exclusivement de 

son niveau de phosphorylation (Bretteville et al., 2009). Les homogénats de protéines (résultat 

de pool entre 5-6 souris par groupe) ont donc été précipités au méthanol/chloroforme. 15 mg 

de protéines ont été dissoutes dans un tampon contenant 7M urée, 2M thiourée, 4% CHAPS et 

0,6% pharmalytes. Les lysats ont été chargés sur des bandes de gel présentant un gradient de 

pH de 3 à 11 (ReadyStrip, Amersham GE) et ont subi l’électro-isofocalisation dans une cuve 

Protean IEF (Amersham GE), conformément aux données du fabricant. La seconde dimension 

est une électrophorèse SDS-PAGE classique. Les formes totales de tau ont alors été mesurées 

par l’application de l’anticorps Tau-Cter.  

Figure 43 Représentation d’un potentiel de 
champs excitateur post-synaptique. La valeur 
de la pente initiale (initial slope) a été mesurée 
au cours de l’enregistrement et traduit la force 
synaptique    
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Fractions sarkosyl-solubles/insolubles 

Les homogénats totaux de protéines ont été centrifugés à 12000g pendant 10 minutes à 4°C. 

Les surnageants, repris et incubés 1 heure dans une solution contenant 1% de sel N-

laurylsarkosine de sodium (Sigma) à température ambiante et sous agitation, ont été 

centrifugés à 100 000 g pendant 1 heure à 4°C. Les fractions solubles et insolubles de tau se 

retrouvent alors respectivement dans le surnageant et le culot. Ces deux fractions ont été 

dilluées dans du LDS2x avec un ratio insoluble/soluble de 1/12 et déposés sur gel Novex 

(Invitrogen).   
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Résultats 

 

1. L’invalidation des récepteurs A2A prévient le développement des altérations 

mnésiques chez les souris THY-Tau22 

 

Afin d’évaluer l’impact de l’invalidation des récepteurs A2A sur le développement des 

troubles mnésiques chez les souris THY-Tau22, nous avons réalisé les tests de la piscine de 

Morris (Morris water maze), et du labyrinthe en Y (Y-maze).   

 

Concernant le test de la piscine de Morris présenté en figure 44-A, nous n’avons observé 

aucune différence significative entre les groupes au cours de la phase d’apprentissage 

(p=0,098 two-way ANOVA). L’invalidation des récepteurs A2A n’a par ailleurs aucune 

conséquence sur la vitesse de nage des animaux (vélocité) (p>0,05, one way ANOVA). 

Soixante-douze heures suivant l’acquisition, l’index de mémorisation des animaux a été 

évalué au cours du probe-test en mesurant le temps passé dans le quadrant cible et dans les 

autres quadrants. Les animaux WT et WT A2A
-/- ont une préférence marquée pour le premier 

avec un pourcentage de temps passé supérieur à 25% (WT A2A
+/+ 34,22±2,44% p<0,0001 ; 

WT A2A
-/- 34,67±1,88% p<0,0001). L’invalidation des récepteurs A2A n’a aucune incidence 

sur les performances mnésiques chez les animaux contrôles. Conformément à ce qu’il a été 

décrit dans le modèle (Burnouf et al., 2013), les souris THY-Tau22 présentent des altérations 

mnésiques, ce qui se traduit par une absence de  préférence pour le quadrant cible (THY-

Tau22 28,72±2,61% p=0,075)  et un pourcentage de temps passé dans ce quadrant réduit par 

rapport aux souris contrôles bien que non significatif en one way ANOVA (WT A2A
+/+ 

34,22±2,44% vs THY-Tau22 A2A
+/+  28,72%±2,61% p=0,106). Les souris THY-Tau22 A2A

-/- 

ont quant à elles une préférence marquée pour le quadrant cible par rapport aux autres 

quadrants avec un pourcentage de temps passé dans le premier significativement plus élevé 

que 25% (THY-Tau22 A2A
-/- 36,82±2,82% p<0,0001). Il a enfin été observé que les souris 

THY-Tau22 invalidées pour le récepteurs A2A passent significativement plus de temps dans le 

quadrant cible que les souris THY-Tau22 (THY-Tau22 A2A
+/+ 28,72±2,61% vs THY-Tau22 

A2A
-/- 36,82±2,82% p=0,0257 one-way ANOVA) avec un pourcentage de temps passé dans ce 

quadrant comparable aux souris WT A2A
+/+ (WT A2A

+/+ 34,22±2,44% vs THY-Tau22 A2A
-/- 

36,82±2,82% p=0,47). Ces résultats mettent en évidence une prévention des altérations de 

mémoire spatiale chez les souris THY-Tau22 par l’invalidation des récepteurs A2A.  
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La mémoire spatiale des animaux THY-Tau22 A2A
-/- a été évaluée dans un second paradigme 

expérimental qu’est celui du labyrinthe en Y. Contrairement au test de la piscine de Morris, 

A 

B 

Phase d’apprentissage Vélocité Probe-test 

Exploration Acquisition 

# 

Figure 44 Normalisation des performances mnésiques chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. 

Le temps mis par les souris pour atteindre la plate forme immergée durant le test de la 
piscine de Morris n’est pas modifié entre les quatre génotypes, de même que la vélocité. 
En revanche, durant la phase du probe-test, l’absence de préférence pour le quadrant 
cible observée chez les souris THY-Tau22 est retrouvée lors du blocage des récepteurs 
A2A chez ces souris avec un pourcentage de temps passé comparable aux souris contrôles 
(A). Les résultats obtenus au test du Y-Maze démontrent également une prévention des 
altérations de mémoire spatiale chez les souris THY-Tau22 invalidées pour le récepteur 
A2A (B). Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. 
Probe-test : *** p<0,001 Target (T) vs Other (O) Test t de Student ; # p<0,05 THY-Tau 
A2A

+/+vs THY-Tau A2A
-/- one-way ANOVA.  Labyrinthe en Y : *** p<0,001 WT A2A

+/+vs WT 
A2A

-/-  ### p<0,001 THY-Tau A2A
+/+vs THY-Tau A2A

-/- one-way ANOVA. n=6 à 12 par 
groupe. 
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celui-ci permet plutôt d’investiguer la mémoire spatiale à court terme même si les deux tests 

sollicitent la même structure cérébrale, principalement l’hippocampe. Durant la phase 

d’exploration du test, les animaux exploitent les deux bras du labyrinthe ouverts (Bras de 

départ – Bras autre). Nous n’avons alors révélé aucune différence significative entre les quatre 

génotypes (Figure 44-B, premier histogramme), le pourcentage de temps passé dans l’autre 

bras avoisinant les 50% (WT A2A
+/+ 48,87±2,33% ; WT A2A

-/- 48,50±1,38% ; THY-Tau A2A
+/+  

43,79±2,88% ; THY-Tau A2A
-/- 50,24±1,76% p=0,2525 one-way ANOVA). Après 2 minutes 

de rétention, le troisième bras est ouvert et le pourcentage de temps passé dans ce dernier par 

rapport au bras autre est mesuré comme index mnésique (Figure 44-B, deuxième 

histogramme). Le profil des résultats est similaire à celui obtenu au cours du test de la piscine 

de Morris, avec une normalisation significative de la mémoire spatiale chez les souris THY-

Tau22 A2A
-/- par rapport aux souris THY-Tau22 (WT A2A

+/+ 62,29±4,88% ; WT A2A
-/- 

65,23±2,07% ; THY-Tau A2A
+/+  39,51±5,96% ; THY-Tau A2A

-/- 67,98±3,97% p=0,0003 one 

way ANOVA). 

 

 

Les récepteurs A2A sont principalement exprimés dans le striatum, une structure appartenant 

aux ganglions de la base et impliquée dans la coordination motrice (Ribeiro et al., 2003). 

Compte tenu de l’hypoactivité des souris invalidées pour le récepteur (Ledent et al., 1997), 

l’activité locomotrice des souris THY-Tau22 A2A
-/- a été évaluée par le test de l’ open-field. 

Au cours de ce test, la distance parcourue par les animaux a été mesurée pendant 10 minutes 

et aucune différence significative n’est mis en évidence entre les quatre génotypes (p=0,226 

one-way ANOVA) suggérant l’absence d’altération locomotrices majeures (Figure 45). 

Toutefois, une légère tendance d’hypo-locomotion est retrouvée chez les souris invalidées 

Open field 

Figure 45 Absence d’altérations locomotrices chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. La 

distance mesurée pendant les dix minutes du test n’est pas différente entre les quatre 
génotypes. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la 
moyenne. n=6 à 14 par groupe 
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pour le récepteur A2A (indépendamment du génotype tau), confirmant les résultats de Ledent 

et al., 1997. 

 

2. Modulation de la plasticité synaptique chez les souris THY-Tau22 A2A
-/- 

 

Les altérations mnésiques retrouvées chez les souris THY-Tau22 peuvent être la conséquence 

d’un défaut de maintient de la LTD, ces deux phénomènes étant associé dans ce modèle (Van 

der Jeugd et al., 2011). Or, compte tenu des effets des récepteurs A2A sur la plasticité 

synaptique, nous avons investigué la LTD chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-.  

 

 

Les potentiels de champs excitateurs post-synaptiques ou fEPSP (field Excitatory Post 

Synaptic Potential) ont été enregistrés dans la CA1 après une stimulation des collatérales de 

Figure 46 Absence de défaut de maintient de la LTD chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. 

La LTD a été induite par 3 LFS. L’évolution de la pente a été mesurée durant la totalité 
de l’enregistrement. Les animaux THY-Tau22 A2A

+/+ présentent une réduction de cette 
pente traduisant un défaut de maintient de la LTD à partir de 80 minutes et qui devient 
significative à 120 minutes par rapport aux autres groupes. La mesure de cette pente à 
120 minutes est représentée par l’histogramme de gauche. Les souris THY-Tau22 A2A

-/- 
ont une pente comparable au groupe WT et donc une absence de défaut de maintient de 
la LTD au cours du temps. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± 
écart à la moyenne. : ** p<0,01 WT A2A

+/+vs THY-Tau22 A2A
+/+ ; ## p<0,01 THY-Tau22 

A2A
+/+vs THY-Tau22 A2A

-/- one-way ANOVA n=4 à 6 par groupe.    
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Schaeffer provenant de la CA3. Une déflection négative apparaît alors caractérisée par une 

pente dont l’inclinaison reflète la force synaptique (Figure 46, schéma gauche). LA LTD a été 

induite par trois vagues de stimulation à basse fréquence ou LFS (Low Frequency 

Stimulation) créant de fait une dépotentialisation qui se maintient et a été enregistrée ici 

pendant 120 minutes. Les tracés de la figure 46 (droite) représentent ici  l’évolution de la 

pente durant l’enregistrement. Les animaux WT et WT A2A
-/- ont une LTD comparable à 120 

minutes (WT A2A
+/+ -38,31±2,90% vs WT A2A

-/- -40,93±2,64% p=0,497 one-way ANOVA). 

L’invalidation du récepteur n’a donc aucune incidence sur le maintient de la LTD chez les 

animaux contrôles. A l’inverse et conformément à ce qu’il a précédemment été observé dans 

le modèle (Van der Jeugd et al., 2011), les souris THY-Tau22 A2A
+/+ présentent un défaut de 

maintient de la LTD qui est significatif à 120 minutes (WT A2A
+/+ -38,31±2,90% vs THY-

Tau22 A2A
+/+ -26,18±3,52% p=0,008 one-way ANOVA). L’invalidation des récepteurs A2A 

chez les souris THY-Tau22 restaure de manière significative la LTD par rapport aux souris 

THY-Tau22 A2A
+/+ (THY-Tau22 A2A

+/+ -26,18±3,52% vs THY-Tau22 A2A
-/- -39,16±1,59% 

p=0,0039 one-way ANOVA)  avec une pente qui est comparable aux souris contrôles (WT 

A2A
+/+ -38,31±2,90% vs THY-Tau22 A2A

-/- -39,16±1,59% p=0,826 one-way ANOVA). La 

normalisation de la LTD chez les souris THY-Tau22 A2A
-/- peut donc être une explication à 

l’absence de déficits mnésiques.  

 

##"
* 

Figure 47 Mesure de la concentration basale de glutamate et GABA chez les souris 
THY-Tau22 A2A

-/-. Voir le texte pour les explications. Les résultats sont exprimés 
comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. Concentration de glutamate : * 
p<0,05 WT vs THY-Tau22 (indépendamment du génotype A2A) one-way ANOVA ; 
Concentration de GABA : ## p<0,01 WT et THY-Tau22 A2A

+/+vs THY-Tau22 A2A
-/- 

one-way ANOVA. Glutamate/GABA : * p<0,05 WT A2A
+/+ vs THY-Tau22 one-way 

ANOVA   n=5 à 10 par groupe.    
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Compte-tenu de l’implication des récepteurs A2A dans la libération de neurotransmetteurs et 

leur participation aux phénomènes d’excitotoxicité en condition pathologique, les niveaux 

extracellulaires de glutamate, mais également de GABA ont été mesurés par micro-dialyse 

dans l’hippocampe dorsal des souris THY-Tau22 A2A
-/- et leurs contrôles de portée. Les 

résultats sont présentés en figure 47. Les concentrations de glutamate sont comparables entre 

les animaux WT A2A
+/+ et WT A2A

-/- (WT A2A
+/+ 7,71x10-8±1,61x10-8 M vs WT A2A

-/- 

6,82x10-8±1,46x10-8 M p=0,818, one-way ANOVA) témoignant d’une absence d’effet de 

l’invalidation du récepteur A2A chez les animaux contrôles. En revanche, il apparaît une 

augmentation significative de la concentration extracellulaire de glutamate basale chez les 

souris THY-Tau22 par rapport aux animaux WT indépendamment du génotype A2A 

(p=0,0244 two-way ANOVA). Concernant les niveaux de base de GABA, l’invalidation du 

récepteur A2A ne les modifie pas chez les animaux contrôles (p=0,712 one-way ANOVA), de 

même, les souris THY-Tau22 présente une concentration extracellulaire de GABA 

comparable à celle des  animaux WT (WT A2A
+/+ 8,89x10-9±1,21x10-9M vs THY-Tau22 

A2A
+/+ 8,85x10-9±2,13x10-9 M p=0,99 one-way ANOVA). Toutefois, elle s’élève chez les 

souris THY-Tau22 A2A
-/- de manière significative (p=0,0047 one-way ANOVA). Le tonus 

activateur a enfin été calculé par le ratio de la concentration de glutamate sur la concentration 

de GABA. Ce tonus est augmenté significativement chez les souris THY-Tau22 par rapport 

aux animaux contrôles (WT A2A
+/+ 7,31±1,21 vs THY-Tau22 A2A

+/+ 13,92±2,85 p=0,05 one-

way ANOVA), alors que l’invalidation des récepteurs A2A chez les souris THY-Tau22 le 

normalise dû aux niveaux plus élevés de GABA bien que non significativement (THY-Tau22 

A2A
+/+ 13,92±2,85 vs THY-Tau22 A2A

-/- 8,41±2,62 p=0,13 one-way ANOVA) à des valeurs 

comparables au groupe contrôle (WT A2A
+/+ 7,31±1,21 vs THY-Tau22 A2A

-/- 8,41±2,62 

p=0,76 one-way ANOVA). Cette normalisation du tonus chez les animaux THY-Tau22 A2A
-/- 

peut donc réduire les phénomènes d’excitabilité neuronale chez les souris THY-Tau22 et 

participer à l’amélioration du statut cognitif de ces animaux.  

 

3. Réduction de l’hyperphosphorylation de tau chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-   

 

Les conséquences de l’invalidation des récepteurs A2A sur la pathologie tau hippocampique 

des animaux THY-Tau22 ont ensuite été évaluées. Dans un premier temps, nous avons 

investigué les niveaux d’agrégation de la protéine tau en mesurant la proportion de ses formes 

solubles et insolubles au moyen d’un protocole de fractionnement biochimique. L’utilisation 

d’un anticorps Tau-Cter permet de voir la totalité des espèces de tau (quelque soit le niveau de 
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phosphorylation) et, comme on peut le voir dans la figure 48 (gauche), la distribution des 

formes solubles et insolubles est identique entre les animaux THY-Tau22 A2A
+/+  et THY-

Tau22 A2A
-/-. L’utilisation de l’anticorps AT100 permet de visualiser l’épitope 

conformationnel phosphorylé aux site Thr212 et Ser214. Cette phosphorylation est retrouvée 

uniquement en condition pathologique et se retrouve majoritairement dans les espèces 

insolubles de tau, ce qui se confirme ici par une immunoréactivité de  l’anticorps AT100 plus 

forte dans les fractions insolubles que solubles (Figure 48-droite). Toutefois la proportion de 

ces espèces insolubles phosphorylées ne diffère pas entre les deux génotypes, suggérant une 

absence d’effet du récepteur A2A sur l’agrégation de la protéine tau.  

 

 

  Le niveau de phosphorylation de la protéine tau a ensuite été évalué. Compte tenu du nombre 

élevé de site potentiel de phosphorylation présent (plus de 80, Sergeant et al., 2008), une 

électrophorèse bidimensionnelle a été effectuée dans un premier temps. Nous avons alors pu 

mettre en évidence par l’utilisation d’un anticorps révélant les espèces totales de tau (Tau 

Cter), une réduction des isovariants acides de la protéine chez les animaux THY-Tau22 A2A
-/-  

(Figure 49), sans modification du poids moléculaire apparent, suggérant une réduction de la 

phosphorylation globale de la protéine tau. 

 

  

P-Thr212/214 

Cr S I Cr S I 

THY Tau22 
A2A

+/+  
THY Tau22 

A2A
-/- 

THY Tau22 
A2A

+/+  
THY Tau22 

A2A
-/- 

Cr S I Cr S I 

Tau Total 

Figure 48 Au travers d’un protocole de fractionnement biochimique, les formes 
solubles (S) et insolubles (I) de la protéine tau ont été révélées chez les souris THY-
Tau22 A2A

+/+et THY-Tau22 A2A
-/- par électrophorèse monodimensionnelle. La 

distribution des formes insolubles totales (gauche) et anormalement phosphorylées aux 
sites Thr212/Ser214 (droite) a été observée mais aucune différence n’existe entre les 
deux génotypes, suggérant une absence d’effets des récepteurs A2A sur l’agrégation de 
tau dans le modèle THY-Tau22. La piste Cr représente les espèces de tau avant 
fractionnement. Espèces de tau peu (   )  ou fortement  (  ) phosphorylées  
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Dans l’objectif de confirmer les résultats précédents, mais également de déterminer si cette 

réduction affecte spécifiquement certains épitopes, nous avons procédé à une analyse de la 

phosphorylation de tau par électrophorèse monodimensionnelle via l’utilisation d’anticorps 

phospho-spécifiques. La phosphorylation aux site Thr212/Ser214 (AT100), Ser262 et 

Ser195/198/199/202 (Tau1) n’est pas modifié entre les animaux THY-Tau22 et THY-Tau22 

A2A
-/-. En revanche, la phosphorylation de l’épitope Ser214 est significativement réduite chez 

les animaux THY-Tau22 A2A
-/- par rapport aux THY-Tau22 A2A

+/+ (-32,86±14,02 par rapport 

aux souris THY-Tau22 p=0,042, test t de Student). De la même manière, la phosphorylation 

sur l’épitope Thr181 et Ser404 est diminuée chez les souris THY-Tau22 A2A
-/- 

(respectivement -24,99±13,58% ; p=0,09 et -27,39±14,60% ; p=0,08 ; test t de Student). Ces 

résultats mettent alors en évidence un effet de l’invalidation des récepteurs A2A sur la 

phosphorylation de tau (Figure 50).  

 

 

 

 

 

 

 

 

THY-Tau22 A2A
+/+  

pHi 3 11 

THY-Tau22 A2A
-/-  

Tau Cter 

Figure 49 Phosphorylation globale de la protéine Tau chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-.  

Le déplacement vers les pH acides des isovariants de tau chez les animaux THY-Tau22 
A2A

-/- suggère une réduction des niveaux de phosphorylation de la protéine tau. n=5 à 7 
par groupe (pool). 
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4. Modulation de l’activité des kinases GSK3β et CDK5 chez les souris THY-Tau22 

A2A
-/- 

 

L’état de phosphorylation de tau est sous le contrôle d’un équilibre entre l’activité des kinases 

et phosphatases. Or, il existe plus de 30 kinases capables de phosphoryler la protéine tau 

(Sergeant et al., 2008). Nous avons donc ciblé les principales kinases pouvant être impliquées 

dans la réduction de la phosphorylation de tau aux épitopes Thr181, Ser214 et Ser404, 

notamment GSK3β, Akt, Erk, Cdk5 et AMPK. Comme observé dans la figure 51, le niveau 

d’expression de ces kinases n’est pas modifié chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. La 

phosphorylation d’Akt, d’AMPK et de la GSK3β sur l'épitope Tyr216 n’est pas non plus 

modifiée. En revanche, nous observons une réduction significative de la phosphorylation de 

Cdk5 (-18,40 ± 7,86%, par rapport aux souris THY-Tau22 p=0,04). De la même manière, une 

augmentation de la phosphorylation inhibitrice de la GSK3β sur l’épitope Ser9 est observée 

chez les souris THY-Tau2 A2A
-/-  (+19,20±10%, par rapport aux souris THY-Tau22, p=0,08), 

reflétant une baisse de son activité. Une tendance à l’augmentation de la phosphorylation de 

A2A
+/+ A2A

-/- 

THY-Tau22 

pSer262 

pSer214 

GAPDH 

pThr181 

Tau1 (deP-Tau) 

pSer404 

hTau (Cter) 

pThr212/Ser214 

Figure 50 Phosphorylation de la protéine Tau chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. Les 

électrophorèses monodimensionnelles SDS-PAGE mettent en évidence une réduction de 
la phosphorylation de tau aux épitopes Ser214 et Thr181. La quantification des espèces 
phosphorylées de tau est normalisée sur la quantité totale de tau (Tau-Cter) et la 
charge protéique (GAPDH). Les résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe 
± écart à la moyenne. * p<0,05 THY-Tau22 A2A

+/+ vs THY-Tau22 A2A
-/-  test t de Student 

n=6 et 7 par groupe. 
 



	   165	  

Erk est en revanche observée chez les souris THY-Tau22 A2A
-/- (+44,33%± 35,6% par rapport 

aux souris THY-Tau22, p=0,24). L’expression de la sous-unité catalytique de la phosphatase 

PP2A a ensuite été déterminée. Aucune différence n’apparaît entre les deux génotypes. 

L’invalidation des récepteurs A2A module alors l’activité des kinases Cdk5 et Gsk3β, 

contribuant à la réduction de l’hyperphosphorylation de la protéine tau.  

 

 

 

5. Réduction du statut neuro-inflammatoire chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-   

 

A2A
+/+ A2A

-/- 

THY-Tau22 

pS9GSK3β"

pY216GSK3β"

pAKT 

AKT 

pAMPK 

AMPK 

GSK3β"

CDK5"

pErk"

Erk"

GAPDH"

PP2Ac"

Figure 51 Impact de l’invalidation des récepteurs A2A sur les kinases de tau et PP2Ac.  
Des électrophorèses SDS-PAGE ont été réalisées par l’utilisation d’anticorps ciblant 
les formes totales et phosphorylées de plusieurs kinases de tau et de PP2Ac. Les 
résultats indiquent une réduction de pS9GSK3β et CDK5. Les phospho-épitopes ont été 
quantifiés par rapport à leurs formes totales respectives. L’expression totale a été 
quantifiée par rapport à la GAPDH. Les résultats sont exprimés comme la moyenne du 
groupe ± écart à la moyenne. # p<0,05 THY-Tau22 A2A

+/+ vs THY-Tau22 A2A
-/-  test t de 

Student n=6 et 7 par groupe. 
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Nous avons précédemment observé une réponse neuro-inflammatoire progressive chez les 

souris THY-Tau22 qui est associée au développement de la pathologie tau et des troubles 

mnésiques. Par ailleurs, le blocage des récepteurs A2A présente des effets anti-inflammatoires 

au niveau central avec des conséquences bénéfiques dans certaines situations 

neuropathologiques (Yu et al., 2008 ; Dai et al., 2010 ; Rebola et al., 2011). Dans ce contexte, 

l’expression transcriptionnelle de plusieurs marqueurs inflammatoires a été déterminée dans 

l’hippocampe des souris THY-Tau22 A2A
-/-. Comme observé dans la figure 52, l’expression 

des marqueurs Clec7a (p<0,0001), Ccl3 (p<0,0001), Itgax (p<0,0001), CD74 (p=0,006), Ccl4 

(p<0,0001), Cxcl5 (p=0,017), Ccl5 (p=0,0003), C3 (p=0,043), Cd52 (p<0,0001), Slamf9 

(p<0,0001), Gfap (p<0,0001), Cd68 (p<0,0001), TLR2 (p=0,015), TNFα (p=0,0003) et CD3 

(p=0,015) est significativement augmentée chez les souris THY-Tau22 A2A
+/+ par rapport aux 

animaux contrôles (one-way ANOVA), ce qui est conforme à ce qui avait déjà été observé. 

Par ailleurs, l’invalidation des récepteurs A2A chez les souris WT n’induit aucune 

modification transcriptionnelle de ces marqueurs inflammatoires. En revanche, il a été 

observé une réduction significative de l’expression de Clec7a (p=0,007), Ccl3 (p=0,009), 

Itgax (p=0,01), CD74 (p=0,030), CD52 (p<0,0001), Slamf9 (p=0,0016), Gfap (p=0,0016) et 

TNFα (p=0,0042) et CD3 (p=0,011) chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-  par rapport aux 

animaux THY-Tau22 A2A
+/+ (one-way ANOVA). Ces résultats suggèrent alors une réduction 

de la réponse neuro-inflammatoire chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-, ce qui peut alors 

contribuer à réduire la pathologie tau ainsi que les troubles comportementaux.  
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Cxcl5 Ccl5 C3 CD52 Slamf9 

Gfap CD68 TLR2 TNFα" CD3"

Figure 52 Expression transcriptionnelle de différents marqueurs inflammatoires 
observée augmentée chez les souris THY-Tau22 A2A

+/+. Parmi les marqueurs étudiés, 
l’expression de Clec7a, Ccl3, Itgax, CD74, Ccl5, CD52, Slamf9, GFAP et TNFα est 
significativement réduite chez les animaux THY-Tau22 A2A

-/- par rapport aux groupe 
THY-Tau22 A2A

+/+, suggérant une baisse de la réponse neuro-inflammatoire. Les 
résultats sont exprimés comme la moyenne du groupe ± écart à la moyenne. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 WT A2A

+/+vs THY-Tau22 A2A
+/+ #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 

THY-Tau22 A2A
+/+vs THY-Tau22 A2A

-/-, one-way ANOVA. n=6 à 11 par groupe.   
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Conclusion  

 

          Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent que le blocage des récepteurs 

A2A prévient le développement d’altérations mnésiques chez les souris THY-Tau en parallèle 

d’une modulation de la plasticité synaptique et d’une réduction de l’hyperphosphorylation de 

tau et de la réponse neuro-inflammatoire.  

          L’invalidation génétique des récepteurs A2A chez les souris THY-Tau22 induit une 

prévention des altérations de mémoire spatiale tels que révélés par les tests de la piscine de 

Morris ou du labyrinthe en Y. Ces résultats sont en accord avec les précédentes études où le 

blocage des récepteurs A2A améliore les performances cognitives dans différentes situations 

marquées par des déficits mnésiques telles qu’observées dans des modèles de vieillissement 

(Prediger et al., 2005a), chez le rat hypertendu (Prediger et al., 2005b) ou encore suite à 

l’injection aigüe de peptide Aβ (Canas et al., 2009). Les mécanismes moléculaires sous-

jacents sont probablement différents et dépendants des processus délétères mis en jeu dans 

chaque cas. Il a notablement été observé un rôle bénéfique du blocage des récepteurs A2A au 

cours de situations dans lesquelles les altérations cognitives s’installent progressivement, et 

non au cours de phénomènes de toxicité aigüe telle qu’induite par l’injection de scopolamine 

ou de MK-801 (Cunha et al., 2008 - discussion), respectivement un antagoniste des récepteurs 

muscariniques de l’acétylcholine et des récepteurs canaux NMDA.      

Il n’a par ailleurs été observé aucune modulation de la mémoire spatiale chez les souris 

contrôles invalidées pour le récepteurs A2A. Ces résultats sont cohérents avec les différentes 

études réalisées observant un impact de la modulation des récepteurs A2A principalement sur 

la mémoire de travail, dépendante de l’intégrité corticale (Giménez-Llort et al., 2008 ; Zhou et 

al., 2009). Nos résultats peuvent alors être interprétés comme une prévention des altérations 

comportementales induite par la pathologie tau hippocampique.  

          L’activation endogène des récepteurs A2A participant à la formation de la LTP 

hippocampique dans la synapse CA3-CA1 (Fontinha et al., 2009 ; Dias et al., 2012 ; Costenla 

et al., 2011),  le bénéfice cognitif apporté par le blocage de ces récepteurs dans le modèle 

THY-Tau22 apparaît pour le moins paradoxal. Bien que moins étudié que la LTP, la LTD 

hippocampique est le second processus synaptique mis en jeu dans la consolidation de la 

mémoire spatiale. Une altération de la LTD a précédemment été observée chez les souris 

THY-Tau22 (Van der Jeugd et al., 2011), ainsi que dans cette étude. Or il a été démontré 

qu’une perturbation de la LTD est associée à des déficits mnésiques (Altinbilek et Manahan 

2007 ; Ge et al., 2010 ; Dong et al., 2013), corrélant de fait les défauts de la LTD aux 
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altérations de mémoire spatiale dans la lignée THY-Tau22. Nous avons observé au cours de 

cette étude une normalisation de la LTD chez les souris THY-Tau22 invalidées pour le 

récepteur A2A, ce qui peut alors au moins partiellement contribuer au bénéfice cognitif 

observé. Ces résultats contrastent toutefois avec une étude récente démontrant que l’activation 

des récepteurs A2A participe à la mise en place d’une LTD dépendante des récepteurs kainates 

(récepteurs ionotropiques au glutamate) au sein des fibres moussues de l’hippocampe 

(Chamberlain et al., 2013). Les mécanismes moléculaires mis en jeu chez les souris THY-

Tau22 A2A
-/- diffèrent alors probablement de ceux impliqués durant l’activation endogène des 

récepteurs A2A.  

          Les récepteurs A2A participent également à la plasticité synaptique de par leur capacité 

à promouvoir la libération de glutamate (Li et al., 2001 ; Lopes et al., 2002 ; Kanno et 

Nishizaki 2012). Bien qu’aucune modification de la concentration extracellulaire de 

glutamate n’ait été observée entre les souris THY-Tau22 A2A
+/+ et THY-Tau22 A2A

-/-, le tonus 

activateur de ces dernières est réduit compte tenu de l’augmentation des niveaux 

extracellulaires de GABA. Ces derniers résultats contrastent avec le rôle facilitateur exercé 

par l’activation des récepteurs A2A sur la libération neuronale de GABA au sein de 

l’hippocampe (Cunha et al., 2000), toutefois ils pourraient être le résultat d’une réduction de 

la recapture neuronale et astrocytaire de GABA par les transporteurs GAT-1 et GAT-3 

notamment (Cristóvão-Ferreira et al., 2009 ; Cristóvão-Ferreira et al., 2013). L’augmentation 

de GABA pourrait alors contrebalancer les effets excitotoxiques potentiels médiés par 

l’augmentation des niveaux de glutamate. Dans des modèles d’ischémie cérébrale, la 

réduction des niveaux extracellulaires de glutamate a ainsi été observée comme 

neuroprotectrice (Mdzinarishvili et al., 2012), de même qu’un ratio Glutamate/GABA plus 

faible (Xu et al., 2007).  

          Le développement d’une pathologie tau hippocampique est fortement corrélée à la 

présence d’altérations mnésiques comme observé dans différents modèles de tauopathie 

(Polydoro et al., 2009 ; Van der Jeugd et al., 2011 ; Mustroph et al., 2012). La réduction de 

l’hyperphosphorylation de tau aux épitopes Ser214 et Thr181 peut donc expliquer au moins 

partiellement l’amélioration des performances mnésiques chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-. 

Compte tenu de la présence de plus de 80 sites de phosphorylation présents sur la protéine tau 

(Sergeant et al., 2008), et donc de la difficulté à tous les étudier, il ne peut être exclu que 

l’invalidation des récepteurs A2A chez les souris THY-Tau22 réduise le niveau de 

phosphorylation sur d’autres épitopes que ceux étudiés. Il n’a par ailleurs pas été observée de 

réduction des fragments protéolytiques de tau chez les souris THY-Tau22 A2A
-/-contrairement 
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à ce qu’il a été démontré chez les souris THY-Tau22  traitées à la caféine (Laurent et al., sous 

presse), suggérant des mécanismes moléculaires différents dans ces deux conditions vis à vis 

de tau.  

          Nous avons précédemment détaillé dans ce manuscrit une augmentation progressive de 

la réponse neuro-inflammatoire chez les souris THY-Tau22, parallèlement à l’établissement 

d’une pathologie tau hippocampique et d’altérations mnésiques. Dans cette étude nous 

observons une réduction de cette réponse neuro-inflammatoire chez les souris THY-Tau22 

invalidées pour le récepteur A2A. Ces résultats sont en accord avec la réduction de 

l’inflammation centrale induite par le LPS observée chez des rats traités par un antagoniste 

A2A (Rebola et al., 2011). Il est toutefois à noter qu’une dichotomie existe entre les effets 

centraux et périphériques de la modulation des récepteurs A2A vis à vis de l’inflammation. En 

effet, alors que l’activation des récepteurs A2A a des effets anti-inflammatoires et est 

protectrice en situation d’ischémie affectant différents tissus périphériques tel que le cœur, le 

poumon, ou encore le foie (pour revue, Haskó et Pacher 2008), leur blocage réduit la 

libération de cytokines pro-inflammatoires et s’avère neuro-protecteur en situation d’ischémie 

cérébrale (Chen et Pedata, 2008). De plus, il a élégamment été démontré que l’inactivation 

sélective des récepteurs A2A dans les cellules circulantes est neuroprotectrice dans l’ischémie 

cérébrale et réduit l’expression centrale de cytokines pro-inflammatoires, ce qui est en miroir 

des effets retrouvés dans l’ischémie hépatique (Yu et al., 2004). Cette différence de fonction 

entre tissus périphériques et cerveau semble être le résultat des niveaux élevés de glutamate  

retrouvés en condition pathologique. En effet, dans de telles conditions, il a été observé un 

changement de signalisation des récepteurs A2A (PKA=>PKC) faisant de leur activation une 

stimulation et non plus une inhibition de la réponse neuro-inflammatoire (Dai et al., 2010). Ce 

faisant, l’invalidation des récepteurs A2A exerce des effets anti-inflammatoires dans le modèle 

THY-Tau22 où les niveaux extracellulaires de glutamate sont élevés. L’absence d’effets 

observés chez les souris WT A2A
-/- suggère une réduction de la réponse neuro-inflammatoire 

induite par tau, ce qui peut alors avoir des répercussions (directes ou non) sur les processus 

mnésiques.  

          En conclusion, cette étude démontre pour la première fois que le blocage des récepteurs 

A2A prévient le développement de troubles mnésiques dans un modèle de tauopathie. Cet effet 

s’accompagne nottamment d’une modulation de la plasticité synaptique ainsi que d’une 

réduction de  l’hyperphosphorylation de tau et de la réponse neuro-inflammatoire. Le blocage 

des récepteurs A2A réduisant la neurotoxicité induite par 

Aβ (Dall I'gna et al., 2007 ; Canas et al., 2009) et l’utilisation clinique d’antagonistes de ces 
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récepteurs ne présentant pas d’effets secondaires notables, les récepteurs A2A peuvent alors 

constituer une cible thérapeutique pertinante dans la MA.  
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Discussion  
 

          La MA est une maladie neurodégénérative actuellement incurable. Les seuls traitements 

existants sont en réalité des traitements symptomatiques permettant une amélioration de la 

qualité de vie des patients sans impact réel sur les processus neurodégénératifs. Il s’agit 

notamment des inhibiteurs d’acétylcholine estérase où encore de la mémantine, un antagoniste 

des récepteurs NMDA. La compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-

jacents au développement de la pathologie est une étape indispensable à l’établissement de 

nouvelles approches thérapeutiques préventives et/ou curatives. En ce sens, les recherches 

actuelles s’orientent notamment sur l’immunothérapie, une stratégie ciblant de manière active 

(injection d’antigène) ou passive (injection d’anticorps) les protéines tau (Troquier et al., 

2012 ; Gu et al., 2013) ou Aβ (Blennow et al., 2012 ; Winblad et al., 2012) dans l’objectif de 

promouvoir la clairance de leur forme fibrillaire et d’observer un bénéfice cognitif chez le 

patient. Il est également question de cibler les kinases de tau telles que GSK3β et CDK5 

(Onishi et al., 2011 ; Zhang et al., 2013) ou ses phosphatases telle que PP2A (Corcoran et al., 

2010) afin de moduler l’état de phosphorylation de la protéine tau. La déstabilisation des 

agrégats d’Aβ est également une piste thérapeutique intéressante (Hatip et al., 2009 ; Jarmula 

et Stepkowski 2013), tout comme la recherche de biomarqueurs plasmatiques ou au sein du 

LCR, ce qui constitue ici une approche préventive à intérêt de diagnostic (Bruggink et al., 

2013 ; Dickerson et al., 2013 ; Kiko et al., 2013).   

 

          Mes travaux de thèse s’inscrivent dans une perspective visant à évaluer l’impact de 

l’environnement sur le développement de la MA et plus particulièrement sur sa composante 

tau, afin d’identifier d’éventuelles cibles thérapeutiques. Dans ce contexte, nous avons mis en 

évidence un rôle bénéfique de la caféine, un antagoniste non sélectif des récepteurs 

adénosinergiques (Fredholm et al., 1999), sur le développement d’altérations de mémoires 

spatiales induites par tau dans le modèle THY-Tau22, effet reproduit par le blocage génétique 

des récepteurs A2A dans cette lignée. Ces résultats sont en accord avec la capacité de la 

caféine et d’antagonistes spécifiques des récepteurs A2A à améliorer les performances 

cognitives dans différentes situations où d’importants troubles mnésiques existent (Perdiger et 

al., 2005a ; Prediger et al., 2005b ; Cunha et Agostinho, 2010 ; Leite et al., 2011). Par ailleurs,          

il est admis que la caféine possède des propriétés pro-mnésiantes limitées (pour revue, Nehlig, 

2010), et les effets attentionnels décrits de la molécule n’ont apparemment aucune incidence 
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sur la mémoire spatiale des animaux comme nous le démontrons par l’absence d’effets de la 

caféine chez les souris wt traitées dans le test de la piscine de Morris. Par ailleurs, le blocage 

des récepteurs A2A exerce plutôt des effets cognitifs dans le contexte de la mémoire de travail, 

ce qui fait appel principalement aux structures corticales et non hippocampiques (Giménez-

Llort et al., 2007 ; Zhou et al., 2009). Les effets observés sur la mémoire spatiale sont donc la 

conséquence d’une modulation de l’hyperphosphorylation de tau, de la plasticité synaptique et 

de la réponse neuro-inflammatoire, ces paramètres étant dérégulés et associés à la progression 

des troubles cognitifs dans le modèle THY-Tau22 

 

          Le stade développemental est un paramètre important à prendre en compte susceptible 

de moduler les effets bénéfiques observés. En effet, alors que l’invalidation génétique des 

récepteurs A2A est neuroprotectrice en situation d’ischémie cérébrale chez l’adulte, 

notamment dû à une réduction des phénomène d’excitotoxicité au glutamate (Gui et al., 

2009), les souris A2A KO âgées d’à peine 7 jours sont plus sensibles au phénomène 

d’ischémie cérébrale et aucun effet bénéfique n’est observé (Adén et al., 2003). De la 

maturation du SNC dépendent alors les effets de la modulation des récepteurs A2A. En effet, 

la caféine ou un antagoniste A2A administré chez des souris gestantes retarde la migration et 

l’insertion des neurones GABAérgiques dans la circuiterie hippocampique chez la 

progéniture, induisant de fait une augmentation de l’excitabilité neuronale. De plus à l’âge 

adulte, ces derniers présentent des altérations cognitives associées à un dysfonctionnement 

des neurones GABAérgiques (Silva et al., 2013). Au cours de notre étude, le traitement des 

souris a débuté à l’âge de 2 mois, n’interférant pas avec la maturation du SNC. De la même 

manière, bien que l’invalidation génétique des récepteurs A2A soit constitutive et précoce et 

puisse contrecarrer la maturation du système GABAérgique, aucune altération 

comportementale ou de modification des niveaux extracellulaires de GABA n’a été observée 

chez les souris WT A2A
-/- adultes. L’augmentation de ce dernier paramètre chez les souris 

THY-Tau22 A2A
-/- n’est donc pas la conséquence d’un dysfonctionnement précoce de la 

circuiterie GABAérgique. 

 

          Le modèle THY-Tau22 surexprime une protéine tau humaine mutée conduisant au 

développement d’une pathologie tau hippocampique progressive en parallèle d’altérations 

comportementales (Van der Jeugd et al., 2011). Ce faisant, la pathologie tau est centrale dans 

ce modèle et constitue une des premières investigations. Nous avons ainsi observé une 

réduction de la phosphorylation globale de tau à la fois chez les souris THY-Tau22 A2A
-/- et 
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traitées à la caféine, pouvant suggérer des effets de la caféine sur tau médiés par l’inhibition 

des récepteurs A2A. Une telle assertion doit cependant être vérifiée au moyen d’études 

mécanistiques. Au cours de ces études, nous n’avons pu mettre en évidence de réduction 

commune de la phosphorylation de tau en un épitope particulier parmi ceux étudiés en 

électrophorèse monodimensionnelle. De plus, les kinases impliquées sont différentes, 

suggérant des effets A2A-indépendants chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine. En 

effet, les récepteurs A1 sont une autre cible de la caféine compatible avec le traitement 

administré chez les souris THY-Tau22 et les concentrations plasmatiques et cérébrales 

retrouvées (300mg/L – 4µM). Il a par ailleurs été observé dans une lignée cellulaire de 

neuroblastome humain (SY5Y) que leur activation était impliquée dans la phosphorylation de 

Tau (Angulo et al., 2003), et donc que leur blocage serait bénéfique. Bien qu’il ait été 

démontré qu’un traitement chronique de caféine induit une augmentation de l’expression 

transcriptionnelle des récepteur A1 dans un modèle de traumatisme cérébral (Li et al., 2008), 

nous n’observons aucune surexpression de ces récepteurs chez les souris THY-Tau22 traitées 

à la caféine, suggérant l’absence de mécanismes compensatoires conduisant à leur activation. 

Le blocage de ces récepteurs chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine peut donc 

contribuer à la réduction de la phosphorylation de tau observée. 

  

          Nous avons observé une réduction des espèces tronquées de tau chez les souris THY-

Tau22 traitées à la caféine, même si leur nature précise reste à déterminer. Ces espèces, 

résultat d’une activation des caspases 3,6 ou encore des calpaïnes, possèdent des effets 

neurotoxiques importants et facilitent l’agrégation de tau et la progression de la pathologie tau 

(Basurto-Islas et al., 2008 ; Zilkova et al., 2011 ). Il a été démontré une élévation des formes 

actives de la caspase-3 dans les structures cérébrales affectées par la pathologie tau chez les 

patients atteints de la MA (Su et al., 2001). De plus, la formation d’espèces de tau clivées par 

la caspase-3 participe au déclin cognitif (Rissman et al., 2004). De manière intéressante, il a 

été mis en évidence dans un modèle de culture primaire de neurone, que la caféine réduit 

l’activité de la caspase-3 induite par H2O2 (inducteur de stress oxydant) (Kim et al., 2012). 

Une réduction de l’activité de la caspase-3 pourrait donc être à l’origine de la baisse des 

espèces tronquées de tau observées chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine, ce qui est 

en accord avec le bénéfice cognitif observé. Par ailleurs, les espèces tronquées de tau peuvent 

promouvoir une réponse neuro-inflammatoire et induire la libération de cytokines pro-

inflammatoires (Zilka et al., 2009 ; Kovac et al., 2011). La réduction de ces espèces chez les 
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souris THY-Tau22 traitées à la caféine se corrèle alors à la baisse significative de l’expression 

de marqueurs pro-inflammatoires observée.  

 

         Le stress oxydant est une composante retrouvée dans le cerveau de patients atteint de la 

MA et qui intervient dans la progression de la pathologie (pour revue Pohanka, 2013). Il a en 

effet été observé que l’administration chronique d’un mimétique de la superoxyde 

dismutase/catalase (EUK-207), deux protéines impliquées dans la réponse anti-oxydante, 

réduit la progression des altérations cognitives ainsi que la pathologie tau et amyloïde dans un 

modèle murin de MA (Clausen et al., 2012). Les propriétés anti-oxydantes de la caféine ont 

fait l’objet d’intenses investigations. Il a notamment été observé une réduction du stress 

oxydant généré par le vieillissement chez des rats ayant été traités par de la caféine mais 

également par un antagoniste des récepteurs A2A. Ces modifications s’accompagnent d’une 

réduction du déficit cognitif (Leite et al., 2011).  

 

 

              

 

La protéine Nrf2 joue un rôle central dans le contrôle de la réponse anti-oxydante. Ce facteur 

de transcription est activé par des niveaux élevés de stress oxydant, il va alors contrôler 

l’expression d’une panoplie de gènes impliqués dans plusieurs voies (glutathion, protéasome 

…) assurant une réponse anti-oxydante adaptée. (pour revue Kensler et al., 2007). Il module 

par ailleurs la réponse neuro-inflammatoire.  Nous avons déterminé l’expression de Nrf2 en 

qPCR chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine. Il s’avère que la caféine réduit la 
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surexpression de Nrf2 observée chez les souris THY-Tau22 (Figure 53). Bien que les niveaux 

de stress oxydant n’aient pas été directement investigués, il se pourrait qu’ils soient élevés 

chez les souris THY-Tau22 et responsables de l’augmentation de Nrf2. De cette manière, une 

réponse anti-oxydante est générée comme observée par la surexpression de la MnSOD 

(Manganèse Superoxyde dismutase) chez les souris THY-Tau22. A l’inverse la réduction de 

l’expression de Nrf2 et donc de MnSOD chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine 

serait consécutive à une baisse des niveaux de stress oxydant. Il est évident que la mesure 

directe du stress oxydant, par le dosage de l’activité du glutathion par exemple, est 

indispensable pour déterminer si oui ou non ce paramètre intervient dans le modèle THY-

Tau22. Il n’empêche que la réduction des altérations cognitives et de la réponse neuro-

inflammatoires chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine est corrélée à l’expression de 

nrf2.   

 

          Les effets bénéfiques observés sur la pathologie Tau et les altérations cognitives 

peuvent résulter de conséquences sur le métabolisme périphérique. En effet, la consommation 

chronique de caféine semble associée à une réduction du statut pondérale (pour revue : 

Westerterp-Plantenga, 2010), notamment en augmentant la dépense énergétique induite par 

une stimulation de la lipolyse (Lally et al., 2012) ou encore de la thermogénèse  (Riedel et al., 

2012). Il se pourrait par ailleurs qu’elle soit impliquée dans la libération de la leptine et de 

GLP-1 (glucagon-like peptide-1), 2 molécules impliquées dans la satiété (Hussein et al., 

2011).  
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Nous avons précédemment démontré qu’une obésité induite par un régime riche en graisse est 

associée à une aggravation des déficits cognitifs et de la pathologie tau hippocampique chez 

les souris THY-Tau22 (Leboucher et al., 2013). Or, la consommation de caféine réduit le gain 

de poids induit par un régime riche en graisse chez des souris contrôles  comme observée en 

figure 50. Les effets bénéfiques sur la pathologie tau et les altérations cognitives observées 

chez les souris THY-Tau22 traitées à la caféine, pourraient alors mettre en jeu des 

mécanismes moléculaires communs, bien qu’en miroir, de ceux impliqués par le régime 

obésogène.  

 

          Au cours de ce travail de thèse, nous avons mis en évidence une réponse neuro-

inflammatoire dans le modèle THY-Tau22 faisant intervenir des processus de type inné mais 

également adaptatif avec notamment une infiltration lymphocytaire cérébrale associée à une 

libération de chémokines. Le blocage des récepteurs A2A réduit la libération centrale de 

cytokines pro-inflammatoires induit par le LPS (Rebola et al., 2011). Ces effets anti-

inflammatoires sont imputables aux niveaux élevés de glutamate présents au cours de 

situations neuropathologique (Dai et al., 2010), expliquant de fait pourquoi le blocage des 

récepteurs A2A est neuroprotecteur en situation d’ischémie cérébrale, mais délétères lorsque 

l’ischémie touche des tissus périphériques (Haskó et Pacher, 2008). En effet, les récepteurs 
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Figure 54 Effet de la caféine sur le gain de poids induit par un régime riche en graisse. 
Un régime HFD (High Fat Diet) a été réalisé pendant 8 mois (de 3 à 11mois). Le poids 
des souris a été mesuré chaque semaine afin d’observer la courbe de gain pondéral.  
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A2A sont également exprimés au sein de cellules circulantes dont les lymphocytes (pour revue 

Blackburn et al., 2009) et leur activation module la libération de cytokines pro-inflammatoires 

réprimant alors leur effets délétères.  

 

          La sclérose en plaque est une maladie auto-immune caractérisée par une infiltration 

massive de lymphocytes dans le cerveau des patients, modélisée in vivo par l’injection de 

myéline (modèle EAE = Encéphalite Allergique Expérimentale). De manière intéressante, il a 

été observé dans ce modèle que le blocage des récepteurs A2A prévient du développement de 

l’EAE en raison d’une réduction de la migration des lymphocytes vers le cerveau  (Mills et 

al., 2008). Par ailleurs, il a été démontré  via l’utilisation de souris chimériques (irradiation de 

moelle et transplantation de cellules hématopoïétiques) que le blocage sélectif des récepteurs 

A2A sur les lymphocytes exerce des fonctions délétères de par l’augmentation de la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires, mais que leur blocage dans le SNC s’avère protecteur car 

limite l’entrée des lymphocytes dans le cerveau. (Mills et al., 2012a). Il semblerait que 

l’expression endothéliale de CD73 (ectonucléotidase impliquée dans la formation 

extracellulaire de l’adénosine), et l’activation des récepteurs A2A au sein du plexus choroïde 

(une des principales voie neuro-anatomique impliquée dans la migration des lymphocytes au 

sein du cerveau) soit nécessaire à l’infiltration lymphocytaire (Mills et al., 2008). Par ailleurs, 

la chémokine CX3CL1 jouerait un rôle prépondérant dans ce phénomène (Mills et al., 2012b).  

Compte tenu- de la réduction de l’expression transcriptionnelle de CD3 chez les souris THY-

Tau22 A2A
-/-, il semblerait qu’une baisse de l’infiltration lymphocytaire chez ces souris ne soit 

pas impossible, même si elle demande à être confirmée. Une modulation de cette infiltration 

lymphocytaire pourrait alors participer à la prévention des déficits mnésiques observés par 

l’invalidation des récepteurs A2A.  

 

          En conclusion, ces travaux de thèse ont démontré l’impact du blocage des récepteurs 

A2A sur les conséquences physiopathologiques induites par tau dans le modèle THY-Tau22 

tant par l’utilisation de l’antagoniste non sélectif qu’est la caféine que par une approche 

génétique. Cette dernière approche nous donne la preuve du concept d’effets bénéfiques du 

blocage des récepteurs A2A dans un modèle de tauopathie. Elle présente toutefois une valeur 

thérapeutique limitée et devra notamment être complétée par des études pharmacologiques 

(non présentées dans ce manuscrit). De la même manière, bien que des effets positifs aient été 

recensés vis à vis de la neurotoxicité induite par Aβ, (Dall’Igna et al., 2007 ; Canas et al., 

2009), les conséquences d’une réduction du blocage de ces récepteurs vis à vis de la 
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progression de la lésion amyloïde sont actuellement inconnues. De la même manière, nous 

avons pu mettre en évidence au cours de ce travail une corrélation importante, et ce dans 

chaque situation, entre le développement des altérations mnésiques et de la pathologie tau 

d’une part, et la réponse neuro-inflammatoires d’autre part. Il semblerait par ailleurs que 

l’infiltration lymphocytaire y joue un rôle important qui nécessite des études plus 

approfondies. Au travers de ces résultats, les récepteurs A2A semblent donc être une cible 

thérapeutique d’intérêt dans les tauopathies voire dans la maladie d’Alzheimer.  
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