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Résumé 
 
 

De nombreux processus sont responsables du bon fonctionnement de l’organisme vivant. Ce 
dernier est entre autres muni de mécanismes de défense, de nettoyage et de régulation afin de 
maintenir son environnement en équilibre. Lorsque l’un ou plusieurs de ces mécanismes font 
défaut, à un où différents niveaux, certaines pathologies cliniques peuvent subvenir. C’est le cas 
notamment de la maladie d’Alzheimer (MA), la cause majeure de démence à travers le monde. Elle 
est caractérisée par l’enchevêtrement neurofibrillaire et/ou l’accumulation de la protéine amyloïde-
bêta (Aβ) dans le parenchyme du cerveau. Appelée pathologie amyloïde, cette dernière est 
l’hypothèse de loin la plus discutée dans la littérature scientifique tentant d’expliquer la MA et 
présume sa cause par la défaillance d’élimination de ce peptide neurotoxique. Un autre joueur 
crucial dans la progression de la maladie est l’excitotoxicité glutaminergique, défini comme une 
excitation excessive des récepteurs neuronaux. Pouvant être induite par l’Aβ, l’excitotoxicité cause 
une partie de la neurodégénérescence. L’interaction entre ces deux phénomènes pourrait contribuer 
aux déficits cognitifs associés à la MA, tels que la perte de mémoire, les défaillances émotionnelles 
et les troubles comportementaux. L’étude présentée dans ce mémoire investigue les effets de la 
mort neuronale à la suite d’un dommage excitotoxique sur la progression de la maladie, s’attardant 
aux troubles cognitifs et moteurs, à la progression de la pathologie amyloïde de même que les 
fonctions des cellules immunitaires (monocytes et microglies). L’acide kainique (KA), un analogue 
conformationnel du glutamate, fut utilisé chez des souris au génotype « wild type » (WT) ou 
transgénique reproduisant la MA (APP/PS1swe) de par la surproduction d’Aβ. L’injection 
unilatérale dans le striatum cause une détérioration de la santé générale de l’animal, de même que 
des troubles cognitifs et comportementaux, exacerbée chez la souris APP/PS1 comparativement au 
groupe contrôle. Après une lésion au KA, une diminution du nombre total de monocytes chez les 
souris MA en comparaison aux souris WT est aussi observée, entraînant conjointement un nombre 
de plaques et niveaux soluble d’Aβ augmenté. Conséquemment avec la diminution des microglies, 
un nombre moins important de ces cellules immunitaires furent associées aux plaques.  Ensemble, 
ces résultats suggèrent que les dommages excitotoxiques chez le modèle de souris Alzheimer 
déclenchent une accélération de la maladie, des déficits comportementaux et cognitifs plus 
importants, de même que des niveaux de la protéine toxique Aβ plus élevé. Ceci serait 
probablement dû à l’impact de l’excitotoxine sur le système immunitaire et particulièrement sur 
l’appauvrissement de la quantité de microglies et monocytes. Par conséquent, l’élimination de l’Aβ 
semble être affectée par les neurones en dégénérescence provoque l’aggravation de la pathologie 
amyloïde.  
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Abstract 
 

 

A large number of processes are responsible for the proper functioning of living organisms. These 
are provided among others by mechanisms for self defence, cleaning and regulation in order to 
maintain the environment stable.  When one or more of these mechanisms are lacking, some clinical 
pathology can occurs. This is the case of Alzheimer’s disease (AD), the major cause of dementia 
worldwide. It is characterized by neurofibrillary tangles and/or the accumulation of amyloid beta 
(Aβ) in the brain. The amyloid pathology hypothesis is by far the most talked about in scientific 
literature trying to explain AD and presumed it to be caused by a defective elimination of this 
neurotoxic peptide. Another substantial player for disease progression is glutamate excitotoxicity, 
defined as over excitation of neuronal receptor. Being exarcebated by Aβ, excitotoxicity causes a 
part of the neurodegeneration. The interplay of these two phenomena might contribute to cognitive 
deficits in AD, such as memory loss, emotional failures and behavioural disorders.  The study 
presented in this memoir investigates the effects of neuronal death following an excitotoxic insult 
the progression of the illness, focusing on cognitive and motor deficits, the progression of the 
amyloid pathology as well as the immune cells functions (microglia and monocyte). Kainic acid 
(KA), a conformational analog of glutamate, was unilaterally injected in the striatum of wild type 
or transgenic AD mice (APP/PS1) overproducing Aβ. The injections caused a general deterioration 
of the health of the mice as well as behavioural and cognitive deficits that were exacerbated in 
APP/PS1 mice compared to their control. We observed a decrease in the total number of monocytes 
in AD mice, leading to an increase of the number of Aβ plaques and soluble Aβ in KA-lesioned 
APP/PS1 mice compared to their sham. Consistently with the decrease of microglia, a smaller 
number of immune cells was associated with the plaques. Taken together, these results suggest that 
excitotoxic insult in an AD mouse model triggers an acceleration of the disease with the behavioural 
and cognitive impairments as well as an increment in the levels of the toxic protein Aβ. Likely, 
these is due to the impact of the excitotoxin on the immune system and in particular on the 
decreased levels of microglial cells as well as monocytes Thus, the clearance of Aβ seems affected 
by dying neurones resulting in the worsening of the amyloid pathology.  
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André Bellavance. Les mêmes personnes analysèrent les résultats, avec l’aide de Giulia 
Cisbani. L’article a été écrit par moi, révisé par Giulia Cisbani et corrigé par Dr Serge 
Rivest.  Le projet lui-même fut encadré par Dr Serge Rivest.  
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Michaud JP, Moreno P, Tremblay Y and Rivest S. The impact of Ly6Clow monocytes 
following cerebral hypoxia-ischemia in adult mice. (Journal of Cerebral Blood Flow 
and Metabolism, 2014 , doi: 10.1038/jcbfm.2014
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1. Introduction 
 

 

Chaque être vivant — ou plutôt organisme pluricellulaire — dispose de mécanismes très 

régulés afin de maintenir en équilibre certaines constantes de son milieu intérieur. On 

appelle ce principe «homéostasie».  De nombreux facteurs, tels que les ions, l’acidité et la 

température peuvent déréguler cet équilibre. Ils sont ainsi contrôlés entre autres par le 

rythme cardiaque, la miction, la sudation ou encore l’activité cellulaire (Hall, 2015).  Autre 

constante pouvant dérégler cet équilibre: les infections microbiennes. Ces dernières 

affectent l’organisme de telle sorte qu’il ne peut plus fonctionner normalement. Il se doit, 

de ce fait, d’être muni de mécanismes de défense afin de répondre aux multiples pathogènes 

environnementaux. On englobe ces mécanismes avec les termes «immunité cellulaire» et 

«réponse inflammatoire». Plus précisément, dans le système nerveux central, la barrière 

hémato-encéphalique contrôle l’homéostasie ionique et moléculaire alors que les cellules 

gliales (micro/astro-gliale) sont responsables de la réponse immunitaire (Ransohoff et 

Brown, 2012). Toutefois, lorsque l’un ou plusieurs de ces mécanismes font défaut, à un où 

différents niveaux, certaines pathologies cliniques peuvent subvenir.  

 

 

1.1 La maladie d’Alzheimer 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est la cause majeure de démence chez la population 

vieillissante, et ce à travers le monde. On estime à ce jour plus de 46 millions de patients 

atteint de la MA ou d’une démence apparentée (Prince et al., 2015). D’ici 2050, ce nombre 

est, selon les prédictions, destiné à quadrupler (Reitz et Mayeux, 2014). Des chiffres si 

faramineux ne sont pas sans conséquence: les coûts engendrés mondialement représentent 

la 18e plus importante économie, une somme de plus de 800 milliards de dollars (US) 
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(Prince et al., 2015). Les recherches biomédicales sont, de ce fait, indispensables afin 

d’améliorer la qualité de vie des patients, mais aussi diminuer les coûts sociaux.  

 

1.1.1 Historique 

 

Bien que les premiers cas documentés de divagation psychotique et de déclin des 

capacités mentales apparaissent à l’époque de l’Antiquité (Berchtold et Cotman, 1998), 

ce n’est que vers la fin du 19e siècle que l’on précise concrètement le terme «démence» 

afin de décrire tous types de désordres psychologiques et cérébraux chez les patients de 

l’époque (Berrios, 1990). C’est alors qu’en 1906 aura lieu une lecture publique, du Dr 

Alois Alzheimer, dans laquelle se trouve une description d’une forme particulière de 

démence — ce qui deviendra subséquemment la MA — chez une patiente qu’il avait 

observée (Maurer et al., 1997). Parmi ses constats, ce retrouvaient les déficits cognitifs et 

moteurs de la dame, de même que l’analyse post-mortem de son cerveau, révélant des 

dépôts protéiques et des nœuds neurofibrillaires (Hodges, 2006).  Les années suivantes 

furent consacrées, par les chercheurs, à démystifier les particularités de la MA et justifier 

les résultats de cette maladie comme étant anormal dans le vieillissement humain 

(Berchtold et Cotman, 1998).   

 

1.1.2 Symptômes 

 

D’un point de vue clinique, l’on observe chez les patients aux prises avec la MA une 

destruction progressive des cellules du cerveau, induisant ultimement des déficits 

cognitifs. Les aspects les plus affectés lors des stades précoces de la maladie sont la 

mémoire (épisodique et spatial) et la résolution de problème, ne permettant pas aux 

patients de se rappeler certains évènements à court terme et complexifiant l’orientation 

dans l’espace ou le temps (Alzheimer’s association, 2015). Lorsque l’on atteint les stades 

plus avancés, certains troubles émotionnels et comportementaux peuvent être remarqués 

chez les patients, se traduisant par une agressivité accrue et par une incapacité à réaliser 

les tâches domestiques. (Alzheimer’s association, 2015). Bien que cela diffère entre 
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chaque cas, lorsque le diagnostic de la MA est prononcé chez une personne caucasienne 

âgée de 65 ans et plus, un nombre moyen de 3 à 9 années est estimé pour la survie 

(Querfurth et Laferla, 2010). Ceci représente une diminution médiane de 1 à 3 années 

comparativement aux personnes saines du même âge (Helzner et al., 2008).  

 

1.1.3 Formes de la maladie  

  

Il existe deux types de la MA, soit la forme familiale, qui débute de façon précoce (chez 

les moins de 60 ans), ou encore la forme sporadique, qui est plus tardive et progresse dès 

l’âge de 65 ans (Reitz et Mayeux, 2014). Les symptômes sont toutefois 

approximativement les mêmes, qu’importe la forme dont la personne est atteinte (Lippa 

et al., 1996). 

 

1.1.3.1 La forme familiale  

 

Cette forme, qui est héréditaire de l’un des parents, tire son origine de mutations 

autosomales dominantes de certains chromosomes, tel que le chr21 affectant le gène 

APP, le chr14 affectant le gène PSEN1 où encore le chr1 affectant le gène PSEN2 

(Barber, 2012). Tous ces gènes sont impliqués dans la production de l’Aβ. Très rare, 

elle représente moins de 5% des gens atteints de la MA et elle est distinguée par le 

commencement très tôt des symptômes dans la vie du patient, parfois dès l’âge de 30 

ans (Reitz et Mayeux, 2014).   

 

1.1.3.2 La forme sporadique 

 

Tardive, cette forme est diagnostiquée vers l’âge de 65 ans et touche la majorité de 

patients (95 %) (Alzheimer’s association, 2015). Le déclin progressif des fonctions 

cognitives peut être causé par des facteurs environnementaux et le style de vie. En 

effet, des antécédents de diabète, d’hypertension, de tabagisme, d’obésité, 
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d’hypercholestérolémie ou encore le syndrome de Down sont avérés être des facteurs 

augmentant les probabilités d’avoir la MA (Mayeux et Stern, 2012). En outre, des 

mutations de gènes non dominants impliqués dans les mécanismes de l’amyloïde, le 

système immunitaire ou encore le métabolisme des lipides furent observées comme 

des facteurs de risque chez ce type de patients. On dénote entre autres les locus ApoE, 

CLU CR1 ou PICALM (Rao et al., 2013; Bettens et al., 2013). 

 

1.1.4 Hypothèses étiologiques 

 

En raison de son dépistage tardif et de ses caractéristiques difficilement observables en 

clinique chez l’humain,  les hypothèses expliquant les causes de la maladie restent 

limitées. Elle est causée par une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux 

et de style de vie ayant tous des répercussions sur le cerveau à travers le temps. Bien que 

les causes ne soient pas entièrement connues, les effets sur les cerveaux sont mieux 

définis: c’est surtout l’analyse post-mortem des cerveaux d’individus atteints qui permet 

de mettre en lumière la pathogenèse de la MA. Ainsi, deux observations son récurrentes 

chez une majorité de patients: d’abord une hyperphosphorylation de la protéine Tau la 

dissociant des microtubules des axones et menant à des nœuds neurofibrillaires. Ensuite, 

une agglomération de la protéine amyloïde-bêta (Aβ) sous différentes formes toxiques. 

Ces deux particularités, bien que causant individuellement de sévères lésions 

moléculaires, pourraient dans certains cas intervenir en synergie chez les patients,  

exacerbant la pathologie de dégénérescence neuronale et par le fait même les symptômes 

médicaux (Ittner et Götz, 2011). Le présent mémoire décrit les deux protéines citées 

précédemment, mais se concentrera principalement sur l’Aβ, puisqu’elle représente selon 

plusieurs la majeure composante dans le développement de la maladie.   

 

1.1.4.1 Hypothèse de la protéine Tau 

 

Tau est la protéine majeure associée aux microtubules des neurones et a pour but 

d’interagir avec les tubulines des axones afin de moduler leur stabilité, leur 
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organisation et l’acheminement intracellulaire (Iqbal et al., 2010, Kalorova et al., 

2012). Chez les patients ayant la MA, l’on observe une hyperphosphorylation deux à 

trois fois supérieure de ce peptide normalement soluble par rapport aux personnes 

saines (Iqbal et al., 2010), le rendant insoluble et diminuant son affinité aux 

microtubules (Querfurth et Laferla, 2010). Suivra son détachement des microtubules, 

puis un enchevêtrement progressif des neurones. D’ailleurs, le nombre de nœuds 

neurofibrillaires pourrait être un bon indicatif de la sévérité de la maladie du patient 

(Querfurth et Laferla, 2010). Ultimement, il en résulte une perte des fonctions dans le 

transport axonal puisqu’en de telles conditions, le transport de vésicule le long des 

microtubules est inhibé, l’homéostasie du calcium (Ca2+) est altérée et l’influx nerveux 

ne peut circuler adéquatement (Kolarova et al., 2012)  

 

 

1.1.4.2 Hypothèse de l’amyloïde-bêta  

 

Il est aussi observé fréquemment chez les patients atteints de la MA une accumulation 

de la protéine Aβ sous forme de plaques dans le parenchyme extracellulaire du cerveau 

(Figure 1.1). De loin l’hypothèse la plus abordée dans la littérature scientifique 

concernant la MA, cette formation des plaques séniles surviendrait en amont de 

l’hypothèse des nœuds fibrillaires provoqués par la protéine Tau, et pourrait même en 

être la cause (Ittner et Götz, 2011). Le peptide Aβ, formé du clivage de la protéine 

précurseur de l’amyloïde (APP), fait l’objet d’une plus grande description dans la 

section 1.4.  
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Figure 1.1 Étendu des dépôts protéiques selon la progression de la maladie d’Alzheimer. La zone bleue dans les cerveaux 
représente la couverture l’Aβ et Tau aux stades précoce, modéré et avancé. Le marquage moléculaire représente la protéine 
Aβ et Tau respectivement en brun et noir sur un tissu de cerveau humain post-mortem atteint d’Alzheimer. Adaptée de 
Alzheimer’s Association, 2016 & O’brien, R., 2015, Aging Neurosciences 

 

1.1.4.2.1 Rôle de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) 

 

L’APP est une structure protéique conservée dans l’évolution qui, en condition 

normale, a un rôle plus ou moins bien défini (Guo et al., 2011). Elle est produite en 

grande quantité dans les neurones et est métabolisée rapidement (O’Brien et Wong, 

2011). C’est avec l’aide d’animaux transgénique, où l’on inactive le gène APP, que 

l’on peut déterminer ses fonctions. Effectivement, le développement de tels 

animaux est altéré, puisqu’ils présentent à l’âge adulte des poids corporels et 

cérébraux diminués (Guo et al., 2011 ). Également, l’on observe chez ces animaux 

des anormalités métaboliques et des troubles comportementaux (Hiltunena et al., 

2009). D’un point de vue moléculaire, l’APP a des fonctions entre autres dans la 

croissance du corps cellulaire des neurones, les fonctions synaptiques, l’adhésion 

cellulaire et la réponse aux dommages cérébraux (excitotoxicité, ischémie) 

(Panegyres et Atkins, 2011).  
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Le clivage séquentiel de l’APP par les enzymes α-sécrétase ou β-sécrétase (bêta-

site amyloid precursor protein cleveaing enzime 1, BACE 1) et subséquemment par 

l’enzyme γ-sécrétase, mène dans le premier cas au fragment p3 ou dans la deuxième 

voie au peptide Aβ (Figure 1.2) (Wildsmith et al., 2013). En condition normale, 

l’APP est préférentiellement clivé (~90%) par l’ α-sécrétase, alors qu’une portion 

minoritaire est clivée par la β-sécrétase, résultant à la formation de l’Aβ par la γ-

sécrétase (Hiltunena et al., 2009). C’est ce dernier qui est impliqué dans la MA à 

cause entre autres de sa toxicité. 

 

 
Figure1.2 Clivage de l’APP menant à l’Aβ. Représentation des voies possibles de clivage de l’APP, soit initialement par l’α-

sécrétase ou la β-sécrétase, donnant un fragment qui sera subséquemment coupé par la γ-sécrétase. La voie de la β-sécrétase mène 

à la production du peptide Aβ. Tirée de Cardenas-Aguayo et al., 2014, Neurochemestry 

 

1.1.4.2.2 Rôle de l’Aβ 

 

Bien que l’APP semble avoir un rôle bénéfique au niveau physiologique, l’Aβ, 

selon sa concentration, est impliqué dans des mécanismes contradictoires (Figure 
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1.3; Cardenas-Aguayo et al., 2014). Ce dernier, lorsque présent à de bas niveaux 

dans les cerveaux (état normalement observé sous forme soluble), est important 

pour l’apprentissage, la viabilité neuronale de même que pour la potentialisation de 

l’influx nerveux dans l’hippocampe (mémoire à moyen et long terme) (Morley et 

al., 2010; Panegyres et al., 2011). En culture cellulaire, lorsqu’on inactive les 

protéases responsables de la formation de l’Aβ ou élimine la protéine elle-même, 

l’on observe une mort neuronale ou encore une excitabilité neuronale incontrôlée 

(Pearson et Peers, 2006). Ceci dénote l’importance que joue l’Aβ en concentration 

de l’ordre du picomolaire. Cependant, une surproduction de cette protéine à des 

effets plutôt néfastes. En fait, lorsque la concentration d’Aβ se situe dans 

l’intervalle du nanomolaire jusqu’au micromolaire, il se produit les mêmes effets 

que lorsque la protéine est absente: déficience mémorielle et comportementale, 

cytotoxicité, mort neuronale, etc. (Benilova et al., 2012). C’est donc dire que les 

niveaux d’Aβ doivent rester infimes afin d’assurer leurs fonctions sans provoquer 

des effets indésirables et néfastes. C’est, ceci dit, exactement ce qui se produit chez 

les patients atteints de la MA. D’ailleurs,  des mutations touchant l’APP et réduisant 

son clivage en Aβ réduirait le risque de développer la MA (Jonsson et al., 2012). 

Dans les mêmes ordres d’idées, c’est cette plus grande production d’Aβ observé 

chez les patients qui serait la cause de la maladie. On appelle cette théorie «la 

cascade amyloïde».  

 
Figure 1.3 Rôle physiologique et pathologique de l’Aβ.Implication contradictoire de l’Aβ selon sa concentration. Tirée de 

Cardenas-Aguayo et al., 2014, Neurochemestry 
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1.1.4.2.3 Hypothèse de la cascade amyloïde 

 

L’agrégation protéique serait causée par différents facteurs, parfois 

environnementaux, tantôt génétiques, d’autre fois héréditaires. Quoi qu’il en soit, 

différentes formes d’Aβ, ayant tous des toxicités qui leur son propre, sont produites 

et s’accumulent dans le cerveau (Karran et al., 2011). En réponse à ces dépôts 

protéiques s’enchaîne une cascade d’évènement menant ultimement à la MA 

(Figure 1.4). D’abord, plusieurs facteurs de stress dont l’altération de la réponse 

cholinergique, la dérégulation calcique, la réponse inflammatoire ou encore le stress 

oxydatif se produisent dans le système nerveux central (SNC) (Cardenas-Aguayo 

et al., 2014). Cela provoquera une toxicité synaptique et neuronale, qui mènera à 

une dégénérescence et une mort des neurones. C’est en dernier lieu que 

subviendront la démence et les symptômes cliniques tels que nous les connaissons 

(Hardy et Selkoe, 2002). 

 

 
 

Figure 1.4 Développement de la maladie d'Alzheimer. L'hypothèse de la cascade amyloïde soutient 

l’accumulation de l’Aβ jusqu’à l’obtention de déficits cognitifs.Adapté de Karran et al., 2011, Nature Reviews 

Drug Discovery 
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1.2 Immunité cellulaire 

 

Plusieurs éléments suggèrent l’importante implication du système immunitaire dans la 

MA. En fait, l’activation chronique des cellules immunitaire serait un facteur promouvant 

la progression de la MA (Heneka et al., 2015). Que ce soit dans la périphérie ou dans le 

système nerveux, deux types de réponse peuvent s’orchestrer, soit l’innée ou l’adaptative, 

dépendamment des cellules impliquées. Les composantes cellulaires retrouvées dans le 

sang humain proviennent des cellules souches hématopoïétiques (HSC) (Chaplin, 2010). 

À partir de ces cellules seront formés entre autres les thrombocytes (plaquettes), les 

érythrocytes (globules rouges), les lymphocytes ou encore les leucocytes (globules blancs) 

(Figure 1.5) 

 

 
Figure 1. 5 Formation des composantes cellulaires sanguines.Production des érythrocytes, lymphocytes et leucocytes à partir des 

cellules souches hématopoïétiques.Adapté de Chaplin et al., 2011, Allergy and clinical Immunology 
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1.2.1 Immunité innée  

 

L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme et est non 

spécifique. Elle correspond à une réponse inflammatoire induite par les leucocytes, plus 

précisément les cellules phagocytaires telles que les monocytes/macrophages et 

granulocytes dans la périphérie ou les microglies et les astrocytes dans le système 

nerveux (Mogensen, 2009; Ransohoff et Brown, 2012). Ces cellules jouent un rôle dans 

l’activation et l’arrangement de l’immunité adaptative et ont pour but d’éliminer au site 

d’inflammation les aspects non voulus présents dans l’environnement (pathogènes, 

antigène indésirable, débris cellulaire, etc.) (Britschgi et Wyss-Coray, 2007). Elles sont 

ainsi recrutées au site de lésion via différents signaux de stress reconnus grâces à 

différents récepteurs permettant une large couverture de défense possible (Błach-

Olszewska, 2005). Ces cellules participent à la réponse immunitaire en produisant des 

cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-α et IL-1β) contribuant à leur activation, des 

facteurs de croissance augmentant la prolifération cellulaire (M-CSF), des chimiokines 

modulant le recrutement cellulaire (MCP-1) de même que des médiateurs promouvant la 

survie neuronale (BDNF) (Britschgi et Wyss-Coray, 2007). Toutefois, lorsque la réponse 

immunitaire innée n’est pas suffisante, la réponse adaptative est requise. 

 

1.2.1.1 Réponse inflammatoire 

 

L’inflammation est une réponse immunitaire spécialisée qui est nécessaire, voire 

même cruciale, pour éliminer un pathogène, nettoyer un tissu apoptotique/nécrotique 

ou encore promouvoir la guérison cicatricielle (Carson et al., 2006). Les cellules de 

défense de l’organisme (leucocytes) reconnaissent le pathogène ou encore les signaux 

de dommages via leurs récepteurs et engendrent une production de molécules afin 

d’initier leur élimination (Willey et.al., 2008). Parmi la cascade d’évènements se 

retrouve le recrutement d’autres cellules au site lésé (nécessitant l’adhésion cellulaire 

grâce aux molécules de la famille CAM) et ultimement l’élimination de la cible (par 
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internalisation, phagocytose ou dégradation via la sécrétion de molécule) (Khan et 

Khan, 2010). Les effets métaboliques de ces cellules sont entre autres activés par les 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’interleukine-1 (IL-1), l’interleukine-6 (IL-

6), le Tumor Necrosis Factor (TNF) (Khan et Khan, 2010). Une inflammation 

aberrante ou chronique causera à l’inverse du dommage aux tissus avoisinant et, si le 

site inflammatoire se retrouve dans le CNS, de la neurodégénérescence (Skokowa et 

al., 2006). En effet, un processus inflammatoire prolongé, qui a pour but d’activer les 

cellules immunitaires, intensifiera ultimement leur activation. Il en résultera en la 

toxification du milieu via la production accrue de molécules pro-inflammatoires, de 

même que des intermédiaires toxiques (oxyde nitrique, enzymes protéolytiques, 

espèces réactives à l’oxygène, radicaux libres) (Blasko et Grubeck-Loebenstein, 2003)   

 

1.2.2 Immunité adaptative 

 

L’immunité adaptative est quant à elle spécifique et procure une résistance aux molécules 

dont l’organisme a été préalablement exposé. Les principaux instigateurs de cette réponse 

sont les cellules dendritiques et les lymphocytes, pouvant eux-mêmes être subdivisés en 

deux catégories, les cellules B et les cellules T (Hoebe et al., 2004). Cette catégorie de 

globules blancs doit différencier les cellules saines du corps humain des cellules infectées 

ou encore des pathogènes, afin de dicter leur élimination. (Hoebe et al., 2004). Pour ce 

faire, ils expriment des complexes protéiques de présentations d’antigènes appelés 

«complexe majeur d’histocompatibilité» (MHC) (Chaplin, 2010). Les différents peptides 

ainsi exposés aux autres cellules grâce à ces complexes seront vérifiés quant à leur 

provenance, soit endogène ou exogène. Les cellules phagocytaires recrutées pourront 

ensuite éliminer les cellules présentant les antigènes inconnus ou représentant une menace 

pour l’organisme. Elles garderont cette reconnaissance afin d’organiser une nouvelle 

réponse immunitaire si l'organisme se retrouvait en présence de ce même antigène dans 

le future.  
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1.2.2.1 Les signaux d’avertissement 

 

Il existe deux grands types de signaux dictant à l’organisme qu’il doit réagir. D’abord, 

les «Pathogen-Associated Molecular Patterns» (PAMPs) sont des signaux 

d’avertissement contre les molécules exogènes. Sont inclus dans cette catégorie tous 

les produits bactériens, viraux et protozoaires tels que leurs protéines, lipides et acide 

nucléique (Ransohoff et Brown, 2012). Ensuite, il y a les «Damage Associated 

Molecular Patterns» (DAMPs), qui sont des signaux de danger caractérisés par les 

molécules endogènes. On les appelle également «alarmines» et sont libérés lors d’une 

mort cellulaire par nécrose puisque le contenu intracellulaire se retrouve dans 

l’environnement extracellulaire. Parmi ces molécules se retrouvent l’acide 

hyaluronique, la mitochondrie, l’ADN/ARN, les «Heat Shock Proteins» (HSP) et la 

protéine HMGB1 (Bianchi, 2007; Gesuete et al., 2014).  

 

1.2.2.2 Récepteurs impliqués 

 

Ce sont les «Pattern Recognition Receptors» (PRRs) qui reconnaîtront les molécules 

signalant un pathogène ou encore un dommage. Les cellules exprimant ces récepteurs 

s’activeront et engendreront un signal en réponse à l’attaque microbienne ou au tissu 

endommagé. La principale famille de PRRs se nomme les «Toll-like receptors» 

(TLRs), il existe également d’autres récepteurs, dont les «Nod-Like Recpetors» 

(NLRs), les «C-type Lectin Recpetors» (CLRs) et les «RIG-I-like Receptors» (RLRs). 

Ils sont exprimés par la plupart des cellules du SNC, dont les microglies, les neurones, 

les astrocytes et les leucocytes et l’activation de ces récepteurs régulera la réponse 

immunitaire. Le tableau 1.1 résume quelques types de récepteurs, quelles cellules les 

expriment et à quels signaux ils réagissent (Błach-Olszewska, 2005). Ceci étant dit, 

les TLRs jouent un rôle important dans les maladies touchant le système nerveux 

central telle que la MA, puisque ce sont les récepteurs à la première ligne de défense 

immunitaire du cerveau. Leur expression est abondante et diversifiée chez les cellules 

gliales, précisément chez les microglies et astrocytes (Cameron et Landreth, 2010; 
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Trudler et al., 2010). D’ailleurs, les TLR -1 à -9 sont exprimés par ces 2 types 

cellulaires et le tableau 1.2 résume les ligands à qui ils réagissent (Mogensen, 2009) 

 
Tableau 1.1 Différents récepteurs impliqués dans l’immunité innée.L’expression de ces récepteurs varie selon le type cellulaire. Ces 

derniers peuvent être activés par des molécules exogènes provenant de pathogènes (PAMPs) ou bien par des molécules endogènes 

libérées lors d’une lésion  tissulaire (DAMPs) 

Récepteurs Expression Ligands Fonctions 

Toll-Like récepteurs 

(TLRs) 

Monocytes macrophages , cellules 

dendritiques, neutrophils, ellules 

epithéliales 

LPS, ADN, 

lipoprotéines, 

peptidoglican, virus 

Défense bactérienne et 

virale, phagocytose  

Mannose récepteurs 
Macrophages, cellules dendritiques, 

cellules endothéliales hépatiques 

Carbohydrates des 

ADN et ARN de virus 

Phagocytose, clairance 

des cellule apoptotique 

Scavengers récepteurs 
Macrophages, cellules dendritiques, 

cellules du muscle lisse 
LTA, LDL 

Phogocytose et 

clairance de bactéries 

NK récepteurs Cellules NK, macrophages Inconnu  
Activitée anti-tumeur 

et anti-virale 

 
Tableau 2.2 Différents TLRs impliqués dans l’immunité innée.Les TLRs 1 à 9 sont exprimés par les microglies et astrocytes du SNC 

Type de TLRs Expression Ligands 

TLR-1 Surface cellulaire Lipopetides bactérien 

TLR-2 Surface cellulaire 
Aβ, HMGB1, bactérie gram +, peptidoglycan, 

lipopeptide 

TLR-3 Surface cellulaire/endosome ARN simple et double brin de virus 

TLR-4 Surface cellulaire Aβ, HMGB-1, bactérie gram -, LPS, fibronectin 

TLR-5 Surface cellulaire Flagelline de bactéries 

TLR-6 Surface cellulaire Lipopetide diacyl, acide lipoteichoique 

TLR-7 Endosome ARN de virus 

TLR-8 Endosome ARN de virus 

TLR-9 Endosome 
ADN de bactéries, motifs CpG d’ADN bactérien ou de 

virus 
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1.2.3 Leucocytes 

 

Les leucocytes, communément appelés globules blancs, sont pour l’organisme le moyen 

de défense par excellence. Ils sont produits dans les cellules souches de la moelle osseuse 

et circulent à travers le flux sanguin et le système lymphatique.  On distingue parmi ces 

cellules entre autres les granulocytes, les lymphocytes et les monocytes (Chaplin, 2010). 

Puisque la signalisation via l’immunité innée est la plus impliquée dans les processus liés 

à la MA et que sa majeure composante est les monocytes, ces derniers jouent un rôle 

capital dans la progression de la maladie et de la pathologie amyloïde (Thériault et al., 

2015). Ils régulent les débris cellulaires directement dans le système périphérique et 

indirectement via leur différenciation le système nerveux central.   

 

1.2.3.1 Monocytes 

 

Les monocytes, un type de leucocytes dérivés des cellules hématopoïétiques, jouent 

un rôle crucial dans un contexte de MA. Ils peuvent se différencier par l’expression de 

3 antigènes de surface (CD45, CD11b et CD115) et se subdivise en deux grandes 

catégories: patrouilleurs, caractérisés par les marqueurs CX3CR1high, CCR2− et 

Ly6Clow et inflammatoires, caractérisés par les marqueurs CX3CR1low, CCR2+ et 

Ly6Chigh (Geissmann et al., 2003). D’abord, les monocytes patrouilleurs circulent le 

long des tissus vasculaires cérébraux et régulent la réparation tissulaire de même que 

les niveaux d’Aβ à l’intérieur des veines, acheminant les peptides pour éventuellement 

les éliminer (Michaud et al., 2013a; Thériault et al., 2015). Ces cellules furent 

démontrées comme indispensables chez des modèles murins de la MA, puisque 

lorsqu’elles sont appauvries, les niveaux d’Aβ se voit augmentés dans le cortex et 

l’hippocampe (Michaud et al., 2013a) et une amplification de la mort neuronale est 

observée (Bellavance et al., 2015). Ensuite, les monocytes inflammatoires infiltrent 

les tissus enflammés de nombreux organes, incluant le cerveau, pour éventuellement 

se différencier en macrophage (dans la périphérie) ou microglie (dans le CNS) 

(Ginhoux et Jung, 2014). L’attraction  de ces cellules au site désiré ce fait 
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principalement via le récepteur C-C chemokine receptor type 2 (CCR2) en 

reconnaissance de la protéine MCP1 (Deshmane et al., 2009).  

 

 

1.3 Système nerveux central 
 

Le système nerveux central (SNC), composé de cellules neuronales dans le cerveau ainsi 

que de la moelle osseuse, est essentiel pour la survie de l’organisme (Carson et al., 2006). 

Il est considéré, grâce entre autres à la barrière hématoencéphalique, comme un 

environnement « immunoprivilégié » où les réponses immunitaires adaptatives et 

inflammatoires sont hautement contrôlées. Ce mécanisme de régulations vise à limiter les 

perturbations homéostatiques et les dommages collatéraux (ex.: mort neuronale) (Harris et 

al., 2014). Grâce à sa composition cellulaire, il assure un nombre incalculable de processus 

physiologique, dont le fonctionnement cognitif et mémoriel, qui est tel que mentionné 

précédemment le plus affecté chez les patients Alzheimer. 

 

1.3.1 Barrière hématoencéphalique 

 

La barrière hématoencéphalique (BHE) pourvoit le cerveau de même que le liquide 

cérébrospinal d’une protection à la fois anatomique et physiologique de la circulation 

sanguine périphérique (Pachter et al., 2003). Grâce à aux cellules endothéliales 

(principale composante de cette barrière) tapissant les capillaires du côté du flux sanguin, 

elle régule strictement l’entrée à l’intérieur du tissu nerveux de certaines substances du 

plasma et de certaines cellules véhiculées par le sang (ex.: leucocytes) (Lawther et al., 

2011). Chacune des cellules endothéliales est reliée par des protéines membranaires 

appelées «jonctions serrées» qui permettent l’adhésion entre les cellules et limitent le 

mélange du contenu des milieux intra- et extracellulaire (Pachter et al., 2003; Lawther et 

al., 2011). Grâce à la présence des jonctions serrées, les capillaires ne possèdent aucune 

fenestration et le transport vésiculaire est fortement réduit, ce qui confère une protection 
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contre les toxines, les pathogènes ou les hormones qui ne peuvent diffuser (Carson et al., 

2006). Des cellules qualifiées de semi-perméables (molécules liposolubles telles que l’O2 

et le CO2) peuvent traverser librement alors que les nutriments tels que les vitamines et 

les acides aminés ou encore les déchets protéiques utilisent le transport actif via des 

protéines transmembranaires (Serlin et al., 2015). En bref,  la barrière hémato-

encéphalique sert à protéger la diffusion libre des cellules, protéines, toxines et 

pathogènes, de même qu’en contrôler leur homéostasie.  

 

1.3.2 Composition cellulaire 

 

Les cellules endothéliales de la BHE, les neurones et les cellules gliales (astroytes, 

oligodendrocytes et microglies) composent principalement le CNS. 

 

1.3.2.1 Fonctionnement neuronal  

 

Les neurones sont des cellules spécialisées responsables dans le SNC de la 

transmission d’informations. Grâce leur communication via des neurotransmetteurs et 

protéines, elle assure la mémoire, c’est-à-dire potentialisation à court (PCT) ou long 

terme (PLT). Brièvement, l’information visuelle, auditive ou sémantique qui est 

perçue génère des stimuli qui engendreront une connectivité synaptique (Kandel et al., 

2014). Le processus requiert une relâche du calcium (Ca2+) emmagasiné afin de 

générer une dépolarisation, une relâche subséquente de magnésium (Mg2+) et l’envoi 

d’influx nerveux. Ensuite, c’est le récepteur glutamate qui sera majoritairement utilisé 

pour la communication pré- et post-synaptique des neurones (Bliss et Collingridge, 

1993).  
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1.3.2.1.1 Neurones affectés chez les patientes MA  
 

En contexte Alzheimer,  les neurones principalement affectés font partie du groupe 

des cellules pyramidales et du prosencéphale basal (Dong et al., 2009). D’une part, 

les neurones cholinergiques situés près du striatum seraient les premiers touchés 

(Gu et al., 2014). Ensuite, au stade à moyen/long terme, ce sont les cellules 

neuronales dites pyramidales, situées au cortex et dans l’hippocampe, qui seraient 

altérées (Berridge, 2013). L’information générée, sous forme de PLT (mémoire), 

est emmagasinée principalement dans l’hippocampe (Preston et al., 2005). Les 

troubles de mémoires observés chez les patients sont ainsi expliqués par le fait que 

les cellules pyramidales font partie des plus affectés chez la MA. De plus, les 

neurones cholinergiques sont responsables de la majeure innervation du cortex et 

de l’hippocampe, et ont de ce fait un rôle dans l’attention et la mémoire (Mufson et 

al., 2009). Étant elles aussi parmi les plus affligés en contexte Alzheimer, ceci 

explique les déficits cognitifs observés chez les patients.  

 

1.3.2.2 Les cellules gliales  

 

Ensuite, les cellules gliales, pour leur part, forment une unité fonctionnelle qui assure 

le bon fonctionnement des neurones, l’apport en nutriment de même que la défense de 

l’environnement (Iadecola, 2004).  

 

1.3.2.2.1 Oligodendrocytes et astrocytes 

 

Les oligodendrocytes sont des cellules dont le rôle est de pourvoir un support aux 

axones neuronaux. En fait, elle produit la gaine de myéline entourant les axones, 

destinée à la conductance du potentiel d’action (Liu et Zhou, 2013). Ensuite, les 

astrocytes servent pour leur part à contrôler l’homéostasie de certains ions (ex : 

potassium) et neurotransmetteurs (ex : glutamate), tout en régulant le flux sanguin 
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et l’activité/remodelage synaptique (Ransohoff et Brown, 2012). Elles ont 

également pour rôle de maintenir l’intégrité de la BHE et de fournir aux neurones 

les facteurs trophiques nécessaires à leur survie (Garwood et al., 2013)   

 

1.3.2.2.2 Microglies 

 

Dans le cerveau, les microglies, représentant 10% des cellules du SNC, proviennent 

des macrophages primitifs durant le développement du cervau et sont responsables 

majoritairement de la surveillance immunitaire du SNC (Solito et Sastre, 2012). 

Une fois infiltrées au cerveau, elles adoptent un phénotype hautement ramifié et 

patrouillent constamment les zones cérébrales, grâce au récepteur et son ligand 

CX3CL1 et CX3CR1 respectivement, à la recherche d’altérations (Elali et Rivest, 

2015; El Khoury et al., 2007).   

 

Les microglies ont la capacité de s’activer rapidement en présence de lésions, 

adoptant une morphologie plus amiboïde (Elali et Rivest, 2015). Elles permettent 

d’abord l’élimination de synapses inutiles ou des cellules neuronales en 

dégénérescence afin de nettoyer le milieu (Neher et al., 2012). Elles sont ensuite 

responsables d’une partie de l’élimination de l’Aβ, régulant ainsi sa concentration 

(El Khoury et al., 2007). Effectivement, elles furent démontrées comme étant en 

étroite association avec les plaques d’Aβ et responsable du ralentissement de la MA 

en éliminant ce peptide (Rivest, 2009). Elles expriment tout le répertoire des TLRs 

et recrutent lorsque nécessaire la protéine adaptatrice MyD88 (voie pour tous les 

TLRs excepté TLR3) ou bien la voie recrutant TRIF (TLR3, TLR4) pour enclencher 

leur réponse immunitaire face à différents signaux environnants (Figure 1.6) 

(Aderem et Ulevitch, 2000; Manavalan et al.,2011). Il en résultera en l’activation 

des facteurs de transcription NFkB, ou AP-1, ou encore IRF3. Ultimement, il y aura 

une production accrue des molécules pro-inflammatoires telles que TNF-α et IL-

1β. Un relâche d’oxyde nitrique, de métalloprotéinases, de radicaux libres ou encore 

de facteurs immunosuppressifs peut aussi s’orchestrer (ex.: TGFβ1, IL-4 et IL-10) 

(Heneka, 2006; Mogensen, 2009).  
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On dénote chez un cerveau âgé plusieurs changements morphologiques, de même 

qu’une hyperactivité aux stimuli environnants, entraînant une production basale 

accrue des molécules inflammatoires précédemment citées (Solito et Sastre, 2012). 

En d’autres termes, elles deviennent progressivement dysfonctionnelles avec l’âge.  

 

 

 
Figure 1.6 Signalisation des voies TLRs. Les récepteurs sont activés via différents signaux et s’ensuivra le recrutement de la protéine 
MyD88 ou TRIF. Ultimement, il y aura une production de molécules pro-inflammatoire. Tiré de O’neill et al.. 2013, Nature Rev. Immunol 
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1.4 Accumulation de l’amyloide-bêta  
 

1.4.1 Agrégation de l’Aβ 

 

Tel que mentionné précédemment, l’Aβ et généré du clivage de l’APP générant des 

fragments de taille différente. Il constitue un mélange très hétérogène, puisqu’il se 

retrouve d’une longueur variant entre 37 et 43 nucléotides, dépendamment le la position 

clivée par la protéase, et sous différentes formes d’assemblages (monomères, oligomères 

et fibrilles) (Palop et Mucke, 2010). C’est le peptide terminant au 40e nucléotide (Aβ40) 

qui est le plus abondant dans le cerveau (~80-90%), suivie par le 42 (Aβ42, ~5-10%) 

(Murphy et LeVine, 2010). La forme seule du peptide, appelée monomère, est soluble et 

c’est son mauvais repliement ou son auto-agréation qui cause la toxicité. Les peptides 

enchevêtrés auront davantage tendance à s’associer entre eux ou avec d’autres protéines, 

menant à la formation d’oligomères, qui à leur tour peuvent se transformer en fibrilles 

(qui inclut de feuillet β) et ultimement en dépôts sous forme de plaque (Figure 1.7; 

Cardenas-Aguayo et al., 2014). Plus précisément, l’Aβ40 s’associe avec lui-même pour 

former un dimère ou tétramère, alors que l’Aβ42 s’associe pour former jusqu'à des 

dodécamères (Bernstein et al., 2009). Ce sont d’ailleurs ces dodécamères qui forment les 

noyaux des plaques amyloïdes (Bernstein et al., 2009). De surcroît, les états solubles 

oligomériques et fibrillaires génèrent une toxicité neuronale jusqu’à 13 fois plus 

importante et dommageable que les formes monomériques, faisant du même coup de 

l’Aβ42 la forme la plus toxique, étant donné le fait qu’elle est plus hydrophobe et se 

retrouve principalement dans la forme fibrillaire (Benilova et al., 2012; Selkoe, 2001). 

Les dépôts sous forme de plaques de l’amyloïde sont pour leur part moins toxiques, mais 

pas à prendre à la légère pour autant. En effet, les neurones et les microglies sont affectés 

par les plaques environnantes, les premières démontrant une dystrophie des nérites et une 

perte synaptique alors que les secondes démontrant une activation aberrante 

(Bezprozvanny, 2009).Étant donné que la voie de la β-sécrétase forme directement le 

peptide neurotoxique, elle constitue une cible de choix à inhiber afin de prévenir la MA. 

Toutefois, ce n’est pas si simple. La suppression de la β-sécrétase réduit effectivement la 
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concentration d’Aβ, mais entraîne également de nombreux effets secondaires, tels que 

des déficits de guidance axonale, des anormalités de neurogénèse, des troubles de 

mémoire, etc. (Yan et Vassar, 2014). Il faut donc cibler d’autre moyen afin d’éliminer 

l’Aβ de l’organisme.  

 

 
Figure 1.7 Différentes formes de l’Aβ.Représentation des monomères, dimères, oligomères et fibrilles de la protéine, menant ultimement aux 

dépôts sous forme de plaques. Tiré de Cardenas-Aguayo et al., 2014, Neurochemestry 

 

1.4.2 Élimination 

 

Il existe de nombreux mécanismes d’élimination de la protéine Aβ en conditions 

normales. Le peptide peut ainsi être dégradé via des voies utilisant l’autophagie ou des 

d’enzymes, ou encore être acheminé hors du CNS (Figure 1.8). D’abord, un des 

mécanismes primordiaux pour la survie neuronale est la production de vésicule 

lysosomale afin de dégrader des protéines endommagées ou mal repliées (Nixon et Dun-

Sheng, 2012). De plus, la relâche de protéase telle que l’insuline-degrading enzyme 

(IDE), le neprilysin (NEP), l’angiontensin converting enzyme (ACE) ou des 

metalloproteinase (MMPs) servent à la dégradation protéolytique de l’Aβ (Morrone et 

al., 2015; Yoon et Jo, 2012). Ensuite, l’Aβ peut être acheminé en provenance du CNS 

vers la périphérie. Les récepteurs low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP-

1) et apolipoprotéin (ApoE) jouent un rôle important dans l’homéostasie et le 

métabolisme de l’Aβ. Il permet aux cellules qui l’expriment de reconnaître l’Aβ et dans 

réguler leur phagocytose de même que son transport transendothéliale à travers la BHE 

(Kanekiyo et Bu, 2014). 
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Dans le même ordre d’idée, le receptor for advanced glycation end products (RAGE) est 

aussi associé à la consommation cellulaire de l’Aβ et son transport hors du SNC à travers 

la BHE (Sokolowski et Mandell, 2011). Une fois dans la périphérie, l’Aβ serait acheminé 

via la circulation sanguine pour être dégradé par les cellules hépatiques ou rénales (Bates 

et al., 2009). Certaines évidences ont aussi été démontrées comme quoi les 

monocytes/macrophages provenant de la périphérie promouvaient la dégradation dudit 

peptide au cerveau (Michaud et al., 2013a; Simard et al., 2006). 

 

 
 

 
Figure 1.8 Mécanismes d’élimination de l’Aβ. Représentation des processus dans le cerveau et la périphérie en condition normale et en 
contexte Alzheimer.Adapté de Bates et al., 2008, Molecular Psychiatry 

 

1.4.3 Défaillance dans l’élimination 

 

L’accumulation des niveaux protéiques augmentant en corrélation avec la condition 

pathologique suggère que les voies d’élimination de l’Aβ sont progressivement altérées. 

D’abord, la BHE devient beaucoup plus perméable avec l’âge, suggérant une diffusion 
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passive de l’Aβ, à son tour provoquant un surplus de stress oxydatifs et des changements 

vasculaires (Morrone et al., 2015). Ensuite, la production d’enzymes dégradant l’Aβ est 

aussi diminuée avec l’âge. En fait, les ARNs messagers des protéines IDE, NEP et MMP9 

décroissent avec l’âge (Caccamo et al., 2005). Finalement, les cellules responsables du 

transport de l’Aβ hors du CNS ou de son élimination sont également moins efficaces avec 

le temps (Hickman et al., 2008). Il est possible de croire que les fonctions de phagocytose 

des macrophages/microglies diminuent en corrélation avec la progression de la MA 

(Rivest, 2011). D’ailleurs, ces cellules ne transporteraient et n’élimineraient même plus 

l’aβ à travers les endosomes et lysosmoes, alors que la phagocytose des bactéries ne serait 

pas diminuée (Fiala et al., 2007).  

 

1.4.4 Activation microgliale en contexte MA 

 

Les microglies sont les principales défenseures du SNC. En ce qui a trait à l’Aβ, il active 

chroniquement les microglies, que ce soit en état soluble ou non. Certaines évidences 

attestent que les microglies sont attirées par les dépôts peptidiques, les encerclent et 

disposent de la capacité de les phagocyter (Figure 1.9) (Simard et al., 2006 ; Sokolowski 

et al., 2013). Elles sont activées par les dépôts d’Aβ via les TLRs 2 et/ou 4, provoquant 

la sécrétion de molécules pro-inflammatoires telles que IL-1β, TNFα et IL-6 (Heneka et 

O’Banion, 2007). Ce processus permettra de recruter d’autres cellules, internaliser l’Aβ 

et éventuellement l’éliminer (Tahara et al., 2006). La défaillance en expression de ces 

deux récepteurs spécifiquement accélère la progression de la maladie, dénotant de leur 

importance capitale (Reed-Geaghan et al., 2009; Udan et al., 2008). Par exemple, la 

stimulation du TLR4 avec son agoniste dérivé su LPS, le monophosphoryl lipid A (MPL), 

améliore la pathologie amyloïde reliée à la MA — ce qui n’est pas observé avec le LPS 

— de par la diminution de la quantité d’Aβ (Michaud et al., 2013b). Dans les mêmes 

ordres d’idées, des études sur la surproduction de molécules anti-inflammatoires telle que 

IL-10, où la pathologie de la MA se voyait exacerbée, appuient le rôle bénéfique de la 

réponse inflammatoire (Michaud et Rivest, 2015). Toutefois, tel que mentionné plus tôt, 

une surproduction de ces molécules inflammatoire peut éventuellement être nuisible pour 

le SNC. Une administration de médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) 
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chez des modèles animaux développant la MA supporte en partie le rôle que joue 

l’inflammation dans la progression de la pathologie amyloïde, puisqu’une réduction de 

plaques amyloïdes est observée avec les traitements utilisant des drogues AINS (Skokowa 

et al., 2006). Aussi, l’inhibition de certaines cytokines pro-inflammatoire, par exemple 

l’IL-1β, atténuerait la progression de la MA (Rivest, 2011). La conclusion reste donc 

controversée et peu claire: il serait  primordial d’initier cette réponse inflammatoire afin 

de nettoyer l’Aβ, mais à long terme, cet environnement pro-inflammatoire empirerait la 

physiopathologique et les symptômes de la MA. Comme les AINS ont plusieurs cibles et 

par le fait même plusieurs mécanismes d’actions, des études approfondies sont 

nécessaires pour déterminer quelle voie de signalisation inflammatoire fait progresser la 

MA.  
 

 
Figure 1. 9 Migration des cellules microgliales vers l’Aβ.Co-localisation des microglies (vert) et 

de la proteine Aβ (rouge) chez une souris APP/PS1. Tirée de Simard et al., 2006, Neuron 

 

1.4.4.1 Mécanisme de phagocytose  

 

Plusieurs protéines ont été ciblées afin d’expliquer le processus de phagocytose des 

microglies. D’abord, le récepteur triggering receptor expressed on myeloid cells 2 

(TREM2), exprimé par les monocytes, macrophages et microglie, agit comme 
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signal commandant les fonctions cellulaires en contexte de la MA (Rivest, 2015). 

Effectivement, grâce au recrutement de la protéine adaptatrice DAP12, le récepteur 

TREM2 module la phagocytose de l’Aβ1-42 et par le fait même réduit la 

neuroinflammation et la perte synaptique (Jiang et al., 2014). Massivement exprimé 

chez le cerveau normal dans la matière blanche, l’hippocampe et le cortex, TREM2  

est environ 10 fois plus présent chez les microglies comparées aux autres types 

cellulaires et est théoriquement muté et dysfonctionnel chez les patients atteints de 

MA (Boutajangout & Wisniewski, 2013; Melchior et al., 2010). De façon similaire, 

le receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) peut lier l’Aβ et activer la 

cascade menant à son élimination (Lue et al., 2001). En effet, la stimulation de 

RAGE par l’Aβ provoquerait une activation des microglies et par le fait même une 

relâche de molécules pro-inflammatoires afin d’éliminer le peptide (Deane et al., 

2015). L’expression de RAGE chez les astrocytes permettrait même la phagocytose 

de l’Aβ (Jones  et al., 2013). Finalement, le formyl peptide receptor-like 1 (FPRL1) 

servirait non seulement à la chemoattraction des microglies vers le peptide, mais 

aussi à son internalisation (Iribarren et al., 2005) 

 

1.4.5 Modèle murin  

 

Plusieurs modèles animaux sont utilisés pour modéliser le plus fidèlement possible la MA 

et l’accumulation de l’Aβ. La majorité d’entre eux cible la pathologie amyloïde et un des 

modèles murins le plus utilisés est sans doute APPswe/PS1. Caractérisé par l’expression 

des gènes humains APP et presinilin1 (PS1; protéine faisant partie du complexe protéique 

format la y-sécrétase), ce modèle démontre une production et accumulation marquée de 

la protéine Aβ dans le parenchyme cérébrale (Webster et al., 2014).  Pour l’étude 

présentée dans ce mémoire, la mutation suédoise (swe) est utilisée sur le gène APP alors 

que le remplacement de l’acide aminé alanine par un glutamate (A246E) est utilisé sur le 

gène PS1 (Jankowsky et al., 2004). Ce faisant, le peptide APP est non seulement produit 

en plus grande quantité, mais est aussi clivé plus abondamment dû au gain de fonction de 

PS1 (Dineley et al., 2002). Décrit en détail pour la première fois par Borchelt et al. en 
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1996, ce type de souris génère la protéine humaine Aβ1-42 préférentiellement, mais aussi 

de façon non négligeable l’Aβ1-40 (Borchelt et al., 1997). Les déficits cognitifs et 

psychomoteurs, de même que la formation des premières plaques, débutent dès l’âge de 

3 mois (Zhong et al., 2014). On dénote entre autres parmi ces déficits l’apprentissage 

spatial, la nidification, les réflexes et la locomotion (Filali et al., 2009). Aussi, le 

recrutement microglial se fait grâce au récepteur CCR2. Par contre, ces modèles 

témoignent d’une faiblesse : ils échouent dans la génération significative de mort 

neuronal, et ce surtout en âge précoce du modèle animal (Foley et al., 2015). 

 

1.5 Excitotoxicité 
 

Dans les cerveaux atteints de la MA, il s’orchestre un autre mécanisme contributif aux 

symptômes pathologiques: l’excitotoxicité. Défini comme un phénomène pathologique 

causé par une stimulation excessive des récepteurs neuronaux par le glutamate, 

l’excitotoxicité est responsable en partie de la mort neuronale (Danysz & Parsons, 2012). 

L’acide aminé glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant dans le 

cerveau et sa concentration synaptique et extracellulaire est hautement contrôlée. (Ong et 

al., 2013). Il a pour rôle de transformer l’influx nerveux en stimuli chimiques et lorsqu’une 

défaillance survient chez l’un ou plusieurs des mécanismes de régulation, une quantité 

excessive de glutamate se retrouve dans le milieu synaptique et une mort neuronale s’ensuit 

(Revett et al., 2013).   

 

1.5.1 Mécanisme de mort neuronale 

 
L’Aβ est neurotoxique autant par sa liaison aux récepteurs neuronaux que par son activité 

sur les microglies et astrocytes entraînant une relâche excessive de molécules pro-

inflammatoires et de stresses oxydatifs. La mort neuronale chez les patients MA 

s’orchestre principalement chez les neurones cholinergiques, pour ensuite se répandre 

dans les zones cérébrales de l’hippocampe et du cortex (cellules pyramidales), là où la 

mémoire est majoritairement emmagasinée (Ong et al., 2013).  
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1.5.1.1 Récepteurs impliqués 

 

C’est principalement la liaison de l’Aβ aux récepteurs N-methyl-D-aspartate 

(NDMA), exprimés par tous les neurones, qui cause la neurodégénération (Figure 

1.10). En effet, le peptide entraîne un dérèglement dans la consommation et relâche 

du neurotransmetteur glutamate et, subséquemment, un déséquilibre dans 

l’homéostasie calcique (Ca2+) (Danysz et Parsons, 2012). Il en résulte 

conséquemment des pertes synaptiques et des dommages neuronaux. Ces derniers 

seraient causés vraisemblablement par l’interaction entre l’Aβ et le récepteur 

mGluR7 chez les neurones cholinergiques (Gu et al., 2014). Quant aux neurones 

pyramidales, ils sont enrichies en récepteurs NMDA comparativement aux autres 

cellules du SNC, faisant d’eux une cible de choix pour l’excitotoxicité 

glutaminergique. De surcroît, l’Aβ, dû à la génération de dommages oxydatifs et 

son interaction avec le transporteur de glutamate GLT-1, empêcherait l’élimination 

du glutamate dans la fente synaptique normalement effectuée par les astrocytes. 

(Matos et al., 2008).  

 

 
Figure 1.10 Voies d’excitotoxicité causé par l’Aβ. Le glutamate (points rouges) n’est pas recyclé normalement par les récepteurs NMDA 
(mauve) en contexte Alzheimer. L’Aβ (points noirs) active excessivement ces récepteurs, ce qui entraîne un dérèglement dans la cascade 
du calcique (jaune) et ultimement une mort neuronale. Tirée de Danysz ,and Parsons, 2012, British Journal of pharmacology 
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1.5.1.2 Réponse à la mort neuronale  

 

Tel qu’expliqué précédemment, lorsque l’Aβ est présent en grande quantité dans le 

milieu, une rection de mort neuronale par nécrose s’ensuit. Se produit par le fait 

même une relâche du contenu cellulaire endogène (sigaux DAMPs) dans le milieu 

extracellulaire (Cameron et Landreth, 2010). Les microglies sont les premières 

cellules répondant à ce stress au site de lésion, principalement grâce à leur récepteur 

TLR2 (Liu et al., 2012). Leur rôle est de nettoyer les corps cellulaires en 

dégénérescence et le récepteur stabilin-1 (STAB1) régulerait leur état phagocytaire 

par la reconnaissance de signal apoptotique phosphatidylserine (PS) (Park et al., 

2009).  Leur réponse engendrera toutefois une importante relâche de molécules pro-

inflammatoires, qui ultimement seront nocives pour les autres microglies ou 

neurones avoisinants (Jiang et al., 2014). D’ailleurs, retirer les cellules microgliales 

dans un contexte Alzheimer préviendrait l’accroissement de la mort neuronal 

(Spangenberg et al., 2016). De surcroît, l’Aβ lui-même suractive les microglies et 

les astrocytes, ce qui engendre une relâche excessive de glutamate, contribuant à 

l’excitotoxicité neuronale (Barger et Basile, 2001; Fernandez-Tome et al., 2004). 

Une quantité exagérée de glutamate dérégulera également l’élimination de l’Aβ, 

puisque  le récepteur NMDA coopérerait dans l'internalisation de l'amyloïde (Bi et 

al, 2002) 

 

1.5.2 Acide kaïnique  

 

Afin d’étudier les effets de l’excitotoxicité (représenté par la mort neuronale) dans les 

modèles murins d’Alzheimer, l’injection d’acide kainique (KA) est utilisée (Gosselin et 

al., 2013). En effet, le KA est un analogue conformationnel du glutamate qui agit sur une 

autre classe de récepteur impliqué dans la neurotransmission excitatrice, les récepteurs 

Kaïnate (KARs) (Wang et al., 2011). Ces récepteurs, qui agissent pré- et post-synaptique, 

ont pour but de réguler la transmission synaptique en modulant le seuil d’excitabilité des 
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neurones (Lerma et Marques, 2013). La liaison du KA au KARs des neurones et 

microglies entraîne un influx rapide de calcium et une élévation marquée de sa 

concentration, une production d’espèce réactive à l’oxygène, un dysfonctionnement 

mitochondrial et une fragmentation de l’ADN (Zheng et al., 2011). Ultimement, il en 

résulte en une mort neuronale qui est observée principalement dans la zone d’injection, 

soit le striatum. Le KA étant une substance qui diffuse de façon passive, donc 

relativement bien dans le CNS, de la mort neuronale est également observée dans 

l’hippocampe, le cortex, le striatum, l’amygdale et le cervelet (Liu et al., 2012; 

Bellavance et al., 2015). D’ailleurs, le KA est une substance perméable à la BHE, ce qui 

laisse croire qu’il pourrait induire de la mort neuronale et avoir un effet sur système 

nerveux périphérique (Gynther et al., 2015)  

 

1.6 Hypothèse et objectifs de recherche 

 

Il y a un lien direct entre la mort neuronale, la réponse inflammatoire et la réponse 

immunitaire. Comme certaines de ces cellules immunitaires ont pour rôle d’éliminer l’Aβ, 

et que le milieu devient neurotoxique, nous avons envisagé l’hypothèse suivante : 

 
«La mort neuronale causée par un dommage excitotoxique accélèrerait la pathologie 

amyloïde chez un modèle murin de la maladie d’Alzheimer» 

 
Afin de vérifier cette hypothèse, trois objectifs furent poursuivis tout au long des 

expérimentations: d’abord, nous voulions caractériser l’impact de l’excitotoxicité 

glutamatergique sur l’évolution de la pathologie amyloïde et des déficits cognitifs. Ensuite, 

nous désirions évaluer l’effet de la mort neuronale sur le recrutement et la réponse des 

cellules immunitaires. Finalement, nous voulions déterminer l’état phagocytaire des 

microglies suite à la mort neuronale. 

 

Les résultats obtenus font l’objet d’une publication en voie de soumission et sont décrits 

au chapitre 2.  
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2.1 Résumé 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est la cause majeure de démence, et ce à travers le monde. 

Caractérisée par l’accumulation de la protéine amyloïde-bêta (Aβ) dans le parenchyme du 

cerveau, la maladie est présumée causée par la défaillance d’élimination de ce peptide 

neurotoxique. Un autre joueur crucial dans la progression de la maladie est l’excitotoxicité 

glutaminergique, défini comme une toxicité induite par l’Aβ et causant une partie de la 

neurodégénérescence. L’interaction entre ces deux phénomènes pourrait contribuer aux 

déficits cognitifs associés à la MA. Cette étude investigue les effets de la mort neuronale à la 

suite d’un dommage excitotoxique sur les fonctions des monocytes et microglies, de même que 

la progression de la pathologie amyloïde. L’acide kainique (KA), un analogue conformationnel 

du glutamate, fut injecté dans le striatum de souris au génotype « wild type » (WT) ou 

transgénique reproduisant la MA (APP/PS1) de par la surproduction d’Aβ. L’injection cause 

une détérioration de la santé générale de l’animal, de même que des troubles cognitifs et 

comportementaux. Ceci est également représenté post-mortem par une mort neuronale dans le 

cortex et l’hippocampe de l’animal lésé. Cette mort des cellules neuronales est accompagnée 

par une augmentation de la réponse inflammatoire dans le cortex des souris WT   exposée au 

KA, mais pas chez les souris APP/PS1. Au niveau périphérique, nous avons observé une 

diminution du nombre total de monocytes chez les souris MA. Fait considérable, le nombre de 

plaques et niveaux soluble d’Aβ est augmenté après une lésion au KA chez les souris APP/PS1 

comparativement à leur contrôle. Conséquemment avec la diminution des microglies, un 

nombre moins important de ces cellules immunitaires furent associées aux plaques.  Ensemble, 

ces résultats suggèrent que les dommages excitotoxiques chez le modèle de souris Alzheimer 

déclenchent une accélération de la maladie, des déficits comportementaux et cognitifs plus 

importants, de même que des niveaux de la protéine toxique Aβ plus élevé. Ceci serait 

probablement dû à l’impact de l’excitotoxine sur le système immunitaire et particulièrement 

sur l’appauvrissement de la quantité de microglies et monocytes. Par conséquent, l’élimination 

de l’Aβ affectée par les neurones en dégénérescence provoque l’aggravation de la pathologie 

amyloïde.  

 

Mots clés: amyloïde-bêta | mort neuronal | monocytes | microglies |  
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2.2 Abstract 

 

Alzheimer’s disease (AD) is the major cause of dementia worldwide. Characterized by the 

accumulation of amyloid beta (Aβ) in the brain, the disease is believed to be caused by a 

defective elimination of this neurotoxic peptide. Another substantial player for disease 

progression is glutamate excitotoxicity, defined as an excessive stimulation of glutamate 

receptors, leading to neuronal cell death. Aβ itself can induce excitoxicity and further 

contribute to neurodegeneration. The interplay of these two phenomena might be responsible 

of the cognitive deficits observed in AD. In this study, we investigated the effects of neuronal 

death following an excitotoxic insult on microglia and monocyte functions as well as on the 

progression of the amyloid pathology. Kainic acid (KA), a conformational analog of glutamate, 

was injected intrastriatally in wild type or transgenic AD mice (APP/PS1) overproducing Aβ. 

The injections caused a general deterioration of the health of the mice as well as behavioural 

and cognitive deficits. This is reflected post-mortem by neuronal loss in the cortex and 

hippocampus of the lesioned mice. Neuronal cell death is accompanied by an increased 

inflammatory response in the cortex of wild type mice exposed to KA but not in APP/PS1 

mice. Peripherally, we observed a decrease in the total number of monocytes in AD mice. 

Importantly, the number of Aβ plaques and soluble Aβ is increased in KA-lesioned APP/PS1 

mice compared to their sham. Consistently with the decrease of microglia, a smaller number 

of immune cells was associated with the plaques. Taken together, these results suggest that 

excitotoxic insult in an AD mouse model triggers an acceleration of the disease with the 

behavioural and cognitive impairments as well as an increment in the levels of the toxic protein 

Aβ. Likely, these is due to the impact of the excitotoxin on the immune system and in particular 

on the decreased levels of microglial cells as well as monocytes Thus, the clearance of the Aβ 

is impaired, resulting in the worsening of the amyloid pathology.  

 

Keywords: amyloid-beta | neuronal death | monocytes | microglia |  
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2.3 Introduction 

 

Alzheimer disease (AD) is the leading cause of dementia worldwide and its incidence is 

considerably increasing with the aging of the population. Still incurable, hallmarks of the 

disease are the deposition of the neurotoxic peptide amyloid β (Aβ) in senile plaques, the 

formation of neurofibrillary tangles, extensive neuronal loss and dysfunctional synaptic 

connections in various cerebral areas such as the hippocampus and the cortex as well as a major 

inflammatory response (Dong et al., 2009). Thus, the pathophysiology of AD is very complex 

and several different mechanisms might be implicated with the disease.   

 

The amyloid cascade hypothesis, among all hypotheses, is widely accepted to be an initiator 

factor of the pathology. Described as an impaired elimination of the neurotoxic peptide Aβ, it 

results in the overproduction and the extracellular accumulation of Aβ and the formation of 

senile plaques (Karran et al., 2011; Querfurth and LaFerla, 2010). The Aβ peptide is produced 

mainly in neurons following the subsequent cleavage of the Amyloid Protein Precursor (APP) 

by enzymes β-secretase (BACE 1) et γ-secretase, generating different isoforms of various 

length, ranging between 37 and 43 amino acids (Wildsmith et al., 2013). Aβ1-40 is the most 

abundant in the brain (~80-90%), followed by 4Aβ1-42 (~5-10%) (Murphy and LeVine, 2010). 

However, Aβ1-42 is the most toxic and consequently, it has a determinant role in the evolution 

of the disease (Querfuth and LaFerla, 2010). The protein can be found in different 

conformational state (monomeric, oligomeric, fibrillars) (Palop and Mucke, 2010). The 

monomeric form of Aβ is soluble and its misfolding and auto-aggregation can cause toxicity. 

Actually, this process leads to oligomeric formation of Aβ which in turn can lead to fibrillar 

formation, that includes β-sheet structure. Eventually, it can deposits into extracellular plaques 

(Cardenas-Aguayo et al., 2014). These oligomeric and fibrillar states of Aβ, in soluble form, 

generate neuronal toxicity up to 13 times more damaging than monomer (Benilova et al., 

2012). The prevalent toxicity of Aβ1-42 is explained by its hydrophobicity and its predominant 

fribrillar state (Selkoe, 2001). The plaques deposits are thought to be less toxic, however they 

could cause neuronal damage, leading to dystrophic neuritis and synaptic loss (Bezprozvanny, 

I. 2009). An unbalance between Aβ production and elimination is responsible of the 

accumulation of the pathological protein. Likely, an impaired autophagy prevents the clearance 

of Aβ in AD parenchyma (Nixon, 2007).   
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A cascade of detrimental events, such as inflammation and excitotoxicity might be triggered 

by the presence of plaques and contribute to the progression of the disease as well (Vincent 

and Mulle, 2009). Excitotoxicity is a pathogical phenomenon that is caused by an excessive 

stimulation of glutamate receptors, leading to neuronal cell death (Danysz and Parsons, 2012). 

Glutamate is the most abundant excitatory neurotransmitter in the brain and its synaptic and 

extracellular concentrations are strictly controlled. When a disruption of these mechanisms 

occurs, excessive amount of glutamate are released leading to neuronal death. Excitotoxicity 

can be enhanced by Aβ itself. Indeed, it was demonstrated that glutamatergic signalling is 

jeopardize by Aβ modulation of glutamate receptors in certain brain regions, in parallel to the 

progression of cognitive deficits (Parameshwaran et al., 2008). Moreover, Aβ triggers 

activation of microglia cell, causing either an excessive release of glutamate or pro-

inflammatory molecules release  (Barger and Basile, 2001; Fernandez-Tome et al., 2004) 

 

Both these phenomena, the amyloid cascade and excitotoxicity, are believed to contribute to 

cognitive deficits and progression of AD. However, most of studies supporting the amyloid 

physiopathology use an AD mouse model, such as the APP/PS1, which show an important 

production and accumulation of Aβ in the brain, with the formation of plaques but without 

neurodegeneration. In this study, we aim to evaluate the effects of glutamate excitotoxicity, via 

intrastriatal injection of kaininc acid (KA), in young APP/PS1 mice on Aβ homeostasis and 

immune cell response in AD context.  

 

2.4 Material and Methods 

 

2.4.1 Mice 

49 APPswe/PS1 transgenic mice [B6C3-Tg(APP695)3Dbo Tg(PSEN1)5Dbo/J] (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA), maintained in a C57BL/6J 

background and 39 WT controls (C57BL/6J mice; The Jackson Laboratory) were housed and 

acclimated to standard laboratory conditions (12-hour light/dark cycle / lights on at 7:00 AM 

and off at 7:00 PM) with ad libitum access to chow and water. Only adult males were used 

aged between 2.5- and 3-month. All protocols were performed in accordance to the Canadian 

Council on Animal Care guidelines, as administered by the Laval University Animal Welfare 

Committee. 
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2.4.2 Kainic acid intracerebral injection 

Mice were anesthetized with isoflurane and the site of injection was stereotaxically reached as 

described by Bellavance et al., 2015. Briefly, 150 ng of kainic acic (KA) diluted in 1 μl of 

sterile 0.9% saline was stereotaxically injected in the right striatum (coordinates from bregma: 

0.5 mm anterio-posterior, -2.0 mm lateral and -3.5 mm dorsoventral; Suppl. Fig. 2.6) over 2 

min using a 10-ml gastight syringe (Hamilton, Reno, NV, USA) equipped with a 30-gauge 

needle and mounted on a UltraMicroPump II operated by a Micro4 microprocessor controller 

(World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA). Age-matched control mice were injected 

with 1 μl of saline vehicle. After each injection, a rest of 2 min was allowed before the needle 

was incrementally removed from the brain. The scalp was sutured and 1 μl of warmed sterile 

0.9% saline was administered. Animals were observed for up to 6 h. 

 

2.4.3 Behavioral analyses  

Mice were housed one per cage and tested during the “light on” phase of the day. The 

behavioral experimenter was blinded to both the genetic background and treatment status of 

the animals. The general health was monitored by evaluating the survival rate up to 30 days 

post-surgery and weight loss up to 8 days post-surgery. A battery of behavioural tests was 

carried during the early wake phase (evening) by the same investigator  

 

2.4.3.1 Nesting behavior 

Nesting behavior was evaluated daily, up to 8 days post-injection (dpi). A 5 × 5 cm piece 

of cotton was introduced in each cage to allow nesting behaviour. One day later, the quality 

of the nest was determined according to a five-point scale as described by Deacon (Deacon, 

2006): 0—No nest, 1—Nestlet apparently untouched (more than 90% intact), 2—Nestlet 

partially torn up, 3—Nestlet mainly shredded but no apparent presence of nesting site, 4—

Observable flat nest, 5—Observable (near) perfect nest.  

 

2.4.3.2 Water T-maze 

To assess hippocampal-dependent spatial learning and memory, mice were trained in the 

water T-maze (WTM) 3 dpi as described by Michaud et al., 2013. Basically, the T-maze 

apparatus (length of stem 64cm, length of arms 30 cm, width 12 cm, height of walls 16 cm) 

was made of clear fiberglass and filled with water (23 ± 1°C) at a height of 12 cm. An escape 

platform (11 × 11 cm) was placed at the end of the target arm and was submerged 0.5 cm 
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below the surface. The acquisition phase allows the assessment of APPswe/PS1 mice for 

left–right spatial learning. During the first two trials, platforms were placed on each arm of 

the WTM. To assess arm preferences, the least-chosen arm was reinforced by water escape. 

The mice were placed in the stem of the WTM and chose to swim either left or right until 

they found the submerged platform and escaped to it, for a maximum of 60 s. After reaching 

the platform, the mice were allowed to stay on it for 20 s and then were immediately placed 

back into the maze. If the animals did not find the platform within this time limit, they were 

gently guided onto it. Repeated trials were presented on the same day up to a maximum of 

48 trials. A rest period of at least 10–15 min intervened between each block of 10 trials. A 

mouse was considered to have learned the task when it made no errors in a block of five 

consecutive trials. The reversal learning phase was then conducted 48 h later. During this 

phase, the same protocol was repeated except that the mice were trained to find the escape 

platform on the side opposite that they had learned during the acquisition phase. Repeated 

trials were presented on the same day up to a maximum of 24 trials. Two measures were 

taken: number of trials to reach the criterion (five of five correct choices made on 

consecutive trials) and escape latency. The experimenter was blind to the treatments, and 

all mice were distributed randomly. After 10 trials in the WTM, mice were dried and given 

a rest period to prevent hypothermia and fatigue 

 

2.4.3.3 Neurological evaluation 

Neurological score was evaluated using a modified Garcia’s scale (Garcia et al. 1995) 5 dpi. 

5 tests were evaluated and cipher for a total of 3 points for each test (maximum score of 15 

overall): spontaneous activity, symmetry in the movement of four limbs, forepaw 

outstretching, climbing and body proprioception.  

 

2.4.3.4 Rotarod  

Rotarod performance was assessed 7 dpi. The acceleration was set at 0.3 rpm/s and the 

latency before falling from three trials (spaced by 5 min) was compiled. Animals were 

previously trained three times (2 trials per training session) during the week before surgery. 

 

2.4.4 Flow Cytometry Analysis  

Blood (about 100 µL) was withdrawn 30 dpi. from the facial vein in ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA) coated vials (Sarstedt, Montréal, QC, Canada). Within 30 minutes, blood was 
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pipetted into polystyrene tubes (BD Bioscience, Mississauga, ON, Canada) and incubated 20 

min on ice in presence of rat anti-mouse CD16/CD32 antibodies (clone 2.4G2, BD 

Biosciences) for non antigen specific binding. Cells were then stained for 40 minutes with the 

following antibodies: V500-conjugated rat anti-mouse CD45 (clone 30-F11; BD Biosciences), 

A700-conjugated rat anti-mouse CD11b (clone M1/70; eBioscience, San Diego, CA, USA), 

APC-conjugated rat anti-mouse CD115 (clone AFS98; eBioscience), V450-conjugated rat 

anti- mouse Ly6C (AL-21; BD Biosciences), and PE-conjugated rat anti-mouse Ly6G (clone 

1A8; BD Biosciences). Red blood cells were lysed with BD Pharm Lyse (BD Biosciences) 

according to the manufacturer’s instructions. Samples were washed with DPBS and acquired 

on a flow cytometer (BD LSR II, Mississauga, ON, Canada). Data were analysed with FlowJo 

software v10 (Tree Star; Ashland, OR, USA). Cell debris and doublets were excluded from the 

analysis  

 

2.4.5 Tissue Collection.  

Brains were collected at 3 or 30 dpi. Mice were deeply anesthetized via an i.p. injection of a 

mixture of ketamine hydrochloride (91 mg/ml) (Vetalar, Bioniche, Belleville, ON, Canada) 

and xylazine (9.1 mg/ml) (Rompun, Bayer, Toronto, ON, Canada ) and then perfused 

intracardially with ice-cold 0.9% saline. Brains were rapidly removed from the skulls and 

placed in cold PBS solution. Brains were then either rapidly frozen in liquid nitrogen and stored 

at -80 °C for protein analysis or postfixed for 2–4 days in 4% PFA (pH 7.4) at 4 °C and then 

placed in a PFA solution containing 10% sucrose overnight at 4 °C. These brains were mounted 

on a freezing-microtome (Leica), frozen and cut into 25-µm coronal sections. The slices were 

collected in cold cryoprotectant solution (0.05 M sodium phosphate buffer (pH 7.3), 30% 

ethylene glycol, and 20% glycerol) and stored at -20 °C for post mortem analyses. 

 

2.4.6 In situ hybridization 

In situ hybridization (ISH) was performed in brain collected 3 dpi to evaluate mRNA levels of 

the genes triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2), stabilin11 (STAB1) and 

TLR2 on brain slices using specific [35S] UTP labeled cRNA probes. Details regarding these 

probes were published in Laflamme and Rivest, 2001. Plasmids were linearized and sense and 

antisense cRNA probes were synthesized with appropriate RNA polymerase. All plasmids 

were analysed for sequence confirmation and orientation. Riboprobe synthesis and preparation 

as well as in situ hybridization were performed according to a protocol described previously 
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(Laflamme et al., 1999; Laflamme et al., 2001). All images were acquired using a film (Kodak 

BioMax MR; Sigma-Aldrich) and a Northern Light desktop illuminator (Imaging Research, 

Ste-Catherine’s, ON, Canada) where a camera system (Canon EOS Rebel T3 2013) was 

attached. The system was calibrated with a standard reference scale of 20 transmittance levels 

prior to measuring the optical density (OD) and area of positive hybridization signal of three 

brain slice (bregma -1.55, -1.91, and -2.27 mm) was acquired. Quantification was done by 

determining integrative OD of the slices using ImageJ software (version 1.48v, NIH, USA). 

 

2.4.7 Histochemistry  

2.4.7.1 Fluoro-Jade β (FJB) staining  

To reveal degenerating neurons, 3 or 30 dpi free-floating brain sections were stained as 

previously described (Bellavance et al., 2015). Briefly, brain sections were washed with 50 

mM potassium phosphate-buffered saline (KPBS) (3 x 10 min) at room temperature (RT). 

Every 12th section was then mounted on Superfrost Plus slides (VWR, Radnor, PA, USA), 

dried and fixed in 4% PFA (pH 9.0) at 37°C for 2.5 h. After KPBS washes, the sections 

were dehydrated in crescent graded ethanol solutions (50%, 70% and 100%) and 

subsequently rehydrated in decrescent graded ethanol solutions (70%, 50%) and finally in 

distilled H2O. Following immersion of the slides in a solution of permanganate potassium 

for 10 min and rinse in H2O, the sections were stained with solution of FJB (Histochem, 

Jefferson, AR) 0.0004% and acetic acid 0.1% for 20 min. Stained tissues were finally rinsed 

in H2O, dried overnight in the dark, dropped in xylene (3 x 3 min) and coverslipped with 

distyrene plasticizer xylene (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA).  

 

2.4.7.2 Congo red 

Staining of Aβ plaques was performed on 30 dpi free-floating sections incubated in a 

solution of 50% ethanol containing 0.5 % Congo red (Sigma-Aldrich) for 30 min at RT. 

Then, after washes in H2O, they were dipped 10 times in a solution of 50% ethanol and 1% 

sodium hydroxyl (50 ml H2O containing 1% m/v NaOH (Sigma-Aldrich). Afterwards, 

sections were washed in H2O and dehydrated in crescent graded ethanol solutions (50%, 

95% and 100%). Finally, following rehydration by subsequent dips in 95% ethanol, 50% 

ethanol and KPBS, sections were mounted on Superfrost Plus slides (VWR, Radnor, PA, 

USA).  
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2.4.7.3 Immunohistochemistry 

Staining of microglia was realized on 30 dpi free-floating brain sections. After washes in 

KPBS and incubation first in 3% peroxide for 30 min followed by blocking solution (4% 

goat serum, 1% bovine serum albumin, and 0.4% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in KPBS, 

sections were incubated overnight at 4˚C with the primary antibody rabbit anti-mouse 

ionized calcium binding adaptor 1 (Iba-1) (1:2,000; Wako Chemicals, Richmond, VA, 

USA). Afterward, sections were revealed with secondary antibody goat anti-rabbit 

biotinylated 2 h at RT (1:1,000; Vector Laboratories, Burlingame, CA,USA) and Vectastain 

ABC kit (Vector Laboratories) 1 h at RT. The peroxidase reaction using 2.5% 3,3’-

diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) and 0.01% H2O2 in KPBS was finally performed for 10 

min at RT and the brains sections were mounted on Superfrost Plus slides (VWR, Radnor, 

PA, USA). 

 

2.4.7.4 Immunohistochemistry and CongoRed Merged 

Staining of microglia cells and Aβ plaques on the same brain slice was performed at 30 dpi 

by first doing the congored staining as described above and then the Iba-1 ABC peroxydase 

staining as described above  

 

2.4.8 Western Blot analysis of brain sample 

The extraction of protein from 30 dpi brain was performed on brain and on ice to minimize 

protein degradation. The brain was placed in a 1-mL syringe connected with a 20-gauge needle. 

After adding five hundred microliters of buffer (50 mM Tris·HCl (pH 7.6), 0.01% Nonidet P-

40, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1 mM PMSF, and protease inhibitor mixture 

(Roche)), the brain sample was passed 10 times through the needle to homogenize the tissue. 

Samples were then centrifuged for 10 min at 855 × g at 4 °C. The supernatant was then 

collected and the protein concentration was determined using the Quantipro BCA assay kit 

(Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s protocol. Proteins were separated on a precast 

10–20% SDS polyacrylamide Tris-Tricine gel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Separated 

proteins were then transferred onto PVDF membranes (PerkinElmer Life and Analytical 

Sciences). Blots were blocked in TBS (1 M Tris·HCl (pH 8.0), 5 M NaCl) with 5% skim milk, 

and 0.05% Tween 20 and probed with the following rabbit antibodies: anti-APP (22C11; 

eBiosciences) and anti-HMGB1 (ab18256; Abcam, Cambridge, UK). Blots were visualized 

using goat IgG anti-rabbit secondary antibodies tagged with horseradish peroxidise (Jackson 
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Immuno Research Laboratories, Inc.) by enhanced chemiluminescence detection system 

(GEHealthcare, Mississauga, ON, Canada) and exposed on BioMax® Kodak film (Sigma-

Aldrich). Membranes were stripped in 25 mM glycine·HCl (pH 2.0) containing 1% SDS and 

probed as described above with anti–β-actin rabbit monoclonal antibody (13E5; Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA USA) to allow the revelation of loading controls. Quantification 

was done on digitized film with ImageJ software (version 1.48v, NIH, USA) by determining 

integrative density of the bands. Background values were removed and optical values were 

normalized according to the respective loading controls. 

 

2.4.9 Elisa for soluble Aβ40 and Aβ42 

Brain solube Aβ40 and Aβ42 levels were quantified in 30 dpi brain extract using Human 

Amyloid β40 and Human Amyloid β42 Brain ELISA kits (Millipore, Billerica, MA, USA) 

according to the manufacturer’s instructions.  

 

2.4.10 Stereological Analyses and image acquisition 

All quantitative analysis were performed blind to the experimental conditions. Stereological 

analyses of FJB-positive neurons, Congo Red plaques and microglia cells were performed on 

the ipsi- and contra-lateral cortex and hippocampus on three brain sections (bregma -1.58, -

1.94, and -2.30 mm; Suppl. Fig. 2.7), where areas were traced as virtual overlay on the steamed 

images. The number of Aβ plaques, microglia cells and degenerating neurons in these regions 

were subsequently quantified using StereoInvestigator software package (version 5,65; 

MicroBrightField Biosience, Williston, VT, USA).  Photomicrographs of brain sections stained 

with either Congo Red, Iba-1 or FJB were acquired with 10X (NA 0.45), 20X (NA 0.75) or 

60X (NA 1.40 oil) Plan Apo objectives on a Nikon eclipse 80i microscope equipped with a 

Retiga camera using QImaging software (version 2.0.8, Surrey, BC, Canada). Same parameters 

were used for florescence and bright field image acquisition.  

 

2.4.11 Statistical Analyses  

Statistical analysis of the data was carried out with GraphPad Prism software (version 6.0a, 

San Diego, CA, USA). Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). 

Statistical differences between groups were obtained with the unpaired student t-test for the 

levels of soluble Aβ in Elisa, the count of degenerating neurons and the count of plaques or 

microglia. The one-way ANOVA/Tukey test was used for behavioral analyses (neurological 
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score and rotarod performance) whereas the two-way ANOVA/Tukey tests were applied to 

identify differences between the groups in flow cytometry, western blot, ISH and the remaining 

behevorial values (weight loss, nesting score and t-water maze). The level of significance was 

set at 0.05. The p-value is described as *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 

 

2.4.12 Image preparation 

All panels were assembled using Adode Illustrator software (CS6, version 16.0.0, San Jose, 

CA, USA) and Adobe Photoshop software (CS6, version 13.0, San Jose, CA, USA) 

 

 

2.5 Results  

 

2.5.1 KA injection exacerbates cognitive impairment in AD context 

 
Following intrastrial KA injection in WT and APPP/PS1 mice, we first monitored the general 

health of the mice by evaluating their survival rate up to 30 days post-injections (dpi) and 

weight loss up to 8 dpi (Figure 2.1A and B). KA injection worsened the percentage of survival 

(Figure 2.1A) and lead to weight loss in APP mice significantly different compared to the 

sham ones (p ≤ 0.05) or to the WT ones (p ≤ 0.0001) (Figure 2.1B). We then investigated the 

behavior in the first week after KA exposition. Nesting behaviour was scored daily up to 7dpi. 

As expected, AD transgenic mice performed less well than WT ones (Figure 2.1C; p ≤ 0.0001). 

Neurological functions were diminished as well (Figure 2.1D; p ≤ 0.0001). Importantly, KA 

injections had also a substantial effect on the transgenic mice when compared to their 

counterparts. Additionally, APP/PS1 mice showed an accelerated cognitive impairment 

following KA injection in water T-maze test when compared to both saline-treated AD mice 

and KA-lesioned WT mice (Figure 2.1F; p ≤ 0.01 & ≤ 0.05). Finally, motor coordination and 

balance were affected as well, as demonstrated by the rotarod test (Figure 2.1E; p ≤ 0.001). 

Indeed, KA-exposed AD mice remained on the rotating platform for a shorter time compared 

to the sham mice or KA-lesioned WT mice. Taken together, these data suggest that the 

excitotoxic insult might cause greater learning, neurological and behavioral deficits in AD 

context than in normal conditions. 
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Figure 2.1. Kainic acid (KA) intrastriatal injections aggravate behavioral phenotype in APPswe/PS1 mice.The general health of the mice was 
evaluated by recording survival rate (A) as well as weight loss (B), nesting performance (C) and neurological score (D) of APPswe/PS1 or wild 
type (WT) mice that received an intrastriatal injection of KA or saline (SAL) over a period of 30, 8 and 5 days post-injection (dpi) respectively. (E) 
Rotarod performance at 7 dpi and (F) T water maze behavioral test at 10 dpi was utilized to evaluate motor behaviour and spatial learning and 
memory. Data are expressed as mean ± SEM (n= 9-12 mice per group). Statistical analyses were performed by one-way ANOVA followed by 
Tukey’s multiple comparisons test (D, E), or two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test (B, C and F).* p < 0.05, ** p < 0.01, 
***p < 0.001, **** p < 0.0001 comparing WT-KA or APP-SAL to APP-KA. Abbreviations: APP: APP/PS1 mice; dpi: days post-injections; KA: 
Kainic acid; SAL: saline; WT: wild type.    

 

2.5.2 Neuronal death is aggravated by excitotoxic insult in AD mice.  

 
Following KA exposition, we evaluated neuronal cell death in discrete brain regions across the 

antero-posterior axes at 3 dpi, peak of degeneration (Bellavance et al., 2015) and at 30 dpi, to 

assess the long-term effects of the excitotoxic insult in AD. Neuronal loss, identified with 

fluoro-jade (FJB) staining, was significantly higher in APP/PS1 mice at 3 dpi compared to WT 

mice (Fig. 2.2A; p≤ 0.05). Neuronal cell loss was also sustained at 30 dpi although the 

percentage of degeneration was lower than at earlier times (Fig. 2.2B; p≤ 0.05). Virtually, no 

neuronal death was observed in the sham mice. These observations suggest that an impaired 

immune response could determine a deficit in the neuronal debris clearance and/or an 

aggravation of the neuronal loss. 
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Figure 2.2. Neuronal death is exacerbated in APPswe/PS1 mice following KA injection.(A) Representatives images of coronal brain sections 
from APPswe/PS1 or WT mice that received an intrastriatal injection of KA or saline stained with fluoro jade β (FJB+)  at 3 and 30 dpi. 
Stereological quantifications of FJB+ degenerating neurons at 3 and 30 dpi. Scale bar: A: 62.5μm. Data are expressed as mean ± SEM (n = 8 mice 
per group). Statistical analyses were performed by unpaired t-test. * p < 0.05 comparing SAL to the KA lesioned APPswe/PS1 group. 
Abbreviations: APP: APP/PS1 mice; dpi: days post-injections; FJB: fluorojade B; KA: Kainic acid; SAL: saline; WT: wild type. 

 
 
2.5.3 KA lesions affect the peripheral and central immune system 

 
To validate our hypothesis, we next evaluated the impact of the excitotoxin on the immune response 

dissecting the contribution of the peripheral circulating cells as well as microglia cells in the 

parenchyma at 30 dpi. As previously shown by Bellavance et al. in 2015, circulating levels of 

monocytes are affected by the intraparenchymal injection of KA. In our study, we observed 

the reduction of the overall number of monocytes as well as the number of the inflammatory 

and patrolling ones in KA-lesioned AD mice compared to their WT counterparts (Fig. 2.3; p≤ 
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0.01). The decrease in patrolling monocytes might compromise significantly neuronal survival. 

In the parenchyma, immune response was also affected 30 dpi. Iba-1 positive microglia cells 

(Fig. 2.4) were counted in the hippocampus and cortex, targeted regions in AD, and where 

neuronal death was mostly observed. However, microglial response was distinctively lower in 

the cortex of AD mice compared to their WT analogue (Fig. 2.4C-D; p≤ 0.05) while this 

difference was not observed in the hippocampus. These observations suggest that microglia 

motility and recruitment was impaired after KA lesion and it is persistent at 30 dpi.   

 

 

 
 

Figure 2.3. Decreased levels of monocytes following intrastriatal KA administration in APP/PS1 mice.Blood levels of leukocytes were evaluated 
by flow cytometry in vehicule (sterile saline) and KA-administered WT and APP mice. (A) Representative graph plots of the gating strategy to identify 
total monocytes (CD45+/CD11b+/CD115+) and (B) inflammatory or patrolling monocytes (Ly6Chigh or Ly6Clow). Total number of monocytes (C) as 
well as Ly6Chigh (D) and Ly6Clow (E) subsets in relation to ml of blood. Data are expressed as mean ± SEM (n = 9-12 mice per group,). Statistical 
analyses were performed by two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test (treatment). * p < 0.05, ** p < 0.01 comparing WT-
SAL to WT-KA or APP-SAL to APP-KA. Abbreviations: APP: APP/PS1 mice; KA: Kainic acid; SAL: saline; WT: wild type. 
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Figure 2.4. Impact of KA injections on the immune response. Representative images of microglia cells (Ionized calcium binding adaptor molecule 
1 (Iba-1), revealed with the chromogen 3,3’-Diaminobenzedine (DAB), brown colour) in the cortex (A-D) and in the hippocampus (E-H) of WT and 
APPswe/PS1 mice that received either saline (SAL) or KA intrastriatally 30 days previously. (I) Stereological quantification of microglia cells in the 
cortex and (J) in the hippocampus. Data (n=5-8 mice per group) are expressed as the means ± SEM. Statistical analyses were performed  by unpaired 
t-test. * p < 0.05 comparing WT-SAL or APP-KA to WT-KA. Scale bar: A-H: 5µm and A’-H’: 2.5µm. Abbreviations: APP: APP/PS1 mice; dpi: days 
post-injections; KA: Kainic acid; SAL: saline; WT:  wild type. 

 

2.5.4 KA injection leads to an overproduction of Aβ and reduction of microglial cell 

associated with plaques 

 
Finally, we evaluated whether the excitotoxic insult could affect the levels of Aβ (Fig. 2.5A-

F). Western blot analysis of brain sample for the Aβ precursor, APP, demonstrated an 

increment in its expression in APP/PS1 exposed to KA (Fig. 2.5A; p≤ 0.05). This results on 

one side in the overproduction of the soluble form Aβ40 and Aβ42 (Fig. 2.5B p≤ 0.05 and p≤ 

0.01) and on the other side in an increase deposition of Aβ plaques in the lesioned group (Fig. 

2.5 C-E; p≤ 0.05). When we evaluated the number of Iba-1 positive microglial cells associated 

with congo red positive Aβ plaques (Fig. 2.5C and D), we observed a lower number of 

microglia associated with plaques following KA injection (Fig. 2.5F). This supports the 
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hypothesis that the neuronal death induced by KA could prevents microglial motility and could 

additionally reduce their ability of phagocytosis (Hristovska and Pascual, 2016 ) 

 

Figure  2.5 KA injection triggers a sustained overproduction of β-amyloid (Aβ).(A) Quantification by western blot analyses of brain level of 
the total amyloid precursor protein (APP) normalized to β-actin at 30 dpi (n= 5-8). Representative western blot bands derive from the same 
experiment and were cropped from the same blot. (B) Quantification of soluble Aβ40 and Aβ42 levels by ELISA at 30dpi (n = 8). (C and D) 
Representative images of Aβ accumulation stained with CongoRed and the associated ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1+) microglia 
cells at 30dpi. (E) Stereological quantification of microglial cells in the cortex and hippocampus at 30dpiband (F) percentage of microglial cells 
associated with plaques Data are expressed as mean ± SEM (n = 5-8 mice per group). Statistical analyses were performed by two-way ANOVA 
followed by Tukey’s multiple comparisons test (A) and unpaired t-test (B, E and F). * p < 0.05, ** p < 0.01 comparing SAL to KA-lesioned 
APPswe/PS1 group. Scale bar: C, D: 5μm; insets: 1.25μm Abbreviations: APP: APP/PS1 mice; dpi: days post-injections; KA: Kainic acid; SAL: 
saline; WT: wild type. 
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2.6 Discussion 

 
Excitotoxicity can be experimentally replicated using kainic acid (KA), a conformational 

analog of glutamate. This neurotoxin binds to specific kainate receptors on cholinergic and 

GABAergic neurons, provoking their over activation and leading among others to an abnormal 

intracellular Ca2+ concentration triggering cellular impairment, including mitochondrial 

dysfunction (Ong et al., 2011) and ultimately neuronal apoptosis and necrosis (Danysz and 

Parsons, 2012). Here, we used this model to mimics the neuronal loss in AD context. 

 
When the neurotoxin KA is unilaterally injected in the striatum, it generates a massive neuronal 

death across the whole brain, including the cortex and hippocampus, leading to cognitive 

deficits (Zheng et al., 2011). Using a battery of behavioural test, here we showed that APP/PS1 

mice presented aggravated motor and cognitive deficits post-exicitotoxic damage when 

compared to their wild-type counterparts. The post mortem evaluation of neuronal loss 

validated the behavioural data, showing a more important neuronal death in the injected 

diseased mice when compared to the WT ones up to 30 dpi. Neuronal loss is also accompanied 

by a sustained Iba1+ microglial response in the lesioned mice, with a higher response in WT 

mice when compared to the APP/PS1 group. The peripheral immune response showed a 

decrease in the number of monocytes, both patrolling (CD11b+, CD115+, Ly6Clow) and 

inflammatory (CD11b+, CD115+, Ly6Chigh) (Geissmann et al., 2003), was observed in the AD 

model compared to their wild-type counterparts. Because of this, likely, the recruitment of 

monocytes into the brain, and thus presence of monocytes-derived macrophages, is limited 30 

dpi. We previously demonstrated that excitotoxic insults generated by KA provoke a transitory 

recruitment of circulating monocytes at the lesion site where they differentiate into Iba1+ and 

CD68+ macrophages seven days post-lesion. Seven days after injection, monocyte-derived 

macrophages completely disappeared after the recovery of the mice (Bellavance et al., 2015). 

A deregulation of the peripheral immune response might have an impact on neuroprotection 

and ultimately participate to the aggravation of the disease (Bellavance et al., 2015). Indeed, 

the diminished number of patrolling monocytes caused by KA-induced neuronal death could 

be responsible of the higher neurodegeneration observed in the APP/PS1 mice compared to the 

WT. Indeed, we previously demonstrated that patrolling monocytes crawl along blood vessels 

and regulate Aβ levels within the lumen veins, routing it for eventually eliminate it (Michaud 
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et al., 2013). The same study revealed that the absence of patrolling monocytes in APP/PS1 

mice induces an increase of Aβ levels in the cortex and hippocampus.  

 
In parallel to the neuronal death triggered by the KA injections and the inflammatory response, 

we observed the effects of the neurotoxin on amyloid pathology. In fact, following KA 

injection, the APP/PS1 mice presented a higher level of soluble Aβ1-40 and Aβ1-42 as well as 

a more substantial number of plaques compared to their sham. Interestingly, a smaller number 

of microglial cells were associated with plaques following KA lesion. Likely, the phagocytic 

capabilities of microglia along with their migration and motility abilities are affected by the 

exicototoxic lesion. 

 
In the brain, microglial cells are partly responsible for Aβ and cellular debris clearance (El 

Khoury et al., 2007). There are evidences that Aβ1-40 and Aβ1-42 isoforms would be able to 

trigger chemoattraction of these cells (Simard et al., 2006). Additionally, microglia cells are 

capable of surround plaques to eventually phagocytis them (Sokolowski et al., 2013). For 

instance, microglia cells are the only cell type expressing triggering receptor expressed on 

myeloid cells 2 (TREM2) in the brain, which act as a signalling receptor that drives 

phagocytosis respond (Rivest, 2015). Being the only cell type expressing TREM2 in the brain, 

microglia can be activated by Aβ and exert a compensatory response to protect AD progression 

(Jiang et al., 2014). After a KA insult, an important augmentation of TREM2 expression can 

be observed (Carson et al., 2008 and data not shown). This response, however, provokes 

important pro-inflammatory molecules releases that are mostly noxious to surrounding 

environements, likely resulting into dysfunctional of microglia cells as well as synaptic damage 

(Jiang et al., 2014).  

 

2.7 Conclusion  

 

In conclusion, our study allowed us to evaluate the interplay between excitotoxicity, neuronal 

death, immune response and the progression on the amyloid pathology which mainly 

characterizes the disease. The accumulation of the Aβ is probably caused by its defective 

elimination, which could eventually cause the exacerbation of neuronal death. Activation of 
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microglia cells receptors by Aβ would aggravate neurotoxicity via the excessive release of 

glutamate or pro-inflammatory mediators. Thus, a positive feedback cycle might sets in, where 

the neuronal death over activates microglia cells, affecting triggering the release of pro-

inflammatory mediators.  
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2.9 Supplementary  

 

 
Figure 2.6. Stereotaxic injection in the right striatum from bregma coordinates.0.5 mm anterioposterior , -2.0 mm lateral  and -3.5 mm 
dorsoventral 

 

 

Figure 2.7. Area from bregma coordinates where stereological analyses were performed. (A) -1.58, (B) -1.94, and (C) -2.30 mm in cortex 
(blue) and hippocampus (orange)  
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3. Discussion 
 

 

Nous supposons que la mort neuronale est plus qu’une conséquence de la MA; elle 

constituerait en fait en un mécanisme contributif, aggravant la cascade pathologique. 

Induite par l’injection de KA, nous avons causé une excitotoxicité dans le cerveau de 

modèles murins afin d’étudier les répercussions sur l’organisme en contexte Alzheimer. 

 

3.1 Retour sur les résultats 

 

La mort neuronale induite par le KA engendre une multitude de répercussions, autant au 

niveau de la périphérie que dans le système nerveux central.  

  

3.1.1 Aggravation des déficits cognitifs 

 

D’abord, la mort neuronale induite par le KA touche principalement la zone 

d’injection, en l’occurrence le striatum, et ensuite se répand aux cellules de la zone 

hippocampique et de façon non négligeable à l’aire corticale (voir la Figure 2.2). Il en 

résulte des déficits en lien direct avec la fonction de ces zones, soit la mémoire spatiale, 

le comportement et l’attention (Zheng et al., 2011). L’analyse post-injection au KA a 

d’abord permis d’étudier la santé générale des modèles, où le pourcentage de survie 

fut diminué et une perte significative de poids chez les animaux lésés fut observée 

(voir Figure 2.1A-B). Notamment, cette différence est plus importante chez les souris 

Alzheimer comparativement aux souris WT. Ensuite, nous avons investigué le 

comportement le plus répandu du règne animal: la nidification (voir Figure 2.1C). 

Très importante, voire essentielle, elle permet entre autres à l’animal de conserver sa 

chaleur et facilite la reproduction (Deacon, 2006). En ce qui a trait à notre expérience, 
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une note de 1 à 5 était attribuée en fonction de l’état du nid, 1 étant pratiquement 

inexistant et 5 correspond à un nid parfait. Les souris traitées au KA ont démontré une 

nidification significativement moins élaborée relativement aux souris traitées au salin. 

Cette altération comportementale suite à l’injection de KA se retrouve également 

accentuée lorsque les souris ont le génotype APP comparativement au WT. Ensuite, 

l’évaluation neurologique en 5 points (activité spontané, symétrie des mouvements, la 

grimpe, proprioception et l’étirement des pattes) à démontrée une exacerbation des 

déficits chez les souris Alzheimer traitées au KA significativement plus importante 

comparé encore à leur homologue traité au salin ou encore aux souris WT traitées au 

KA (voir Figure 2.1D). Aussi, la coordination des membres à l’effort de même que 

l’équilibre a été évaluée en plaçant l’animal sur une roue tournante à accélération 

constante (voir Figure 2.1E). L’on remarque encore une fois à la suite d’injection de 

KA une atteinte plus importante chez les souris APP comparativement aux souris WT, 

puisque le temps passé sur la plateforme avant d’y en tomber est significativement 

plus petit. Puis, l’apprentissage spatial fut évalué avec le test du labyrinthe en forme 

de T où l’animal devait nager vers l’une des extrémités où se trouvait une plateforme 

(voir Figure 2.1F). La phase d’apprentissage de l’animal consistait au nombre d’essais 

requis pour se rendre ultimement à l’échappatoire en un seul trajet, et ce sur 5 fois 

consécutives. Ce nombre d’essais fut plus important à la suite de l’injection de KA 

chez les souris APP autant en comparaison aux souris WT traitées au KA ou aux souris 

APP traitées au salin.  

 
Finalement, la réponse aux dommages des neurones nécrotiques aurait un impact 

contributif à la mort neuronale en contexte Alzheimer. En effet, plus de 

dégénérescence neuronale est observée chez les souris APP comparativement au WT 

suite à l’injection de KA (voir Figure 2.2). Cette différence persiste même dans le 

temps, que ce soit à 3 ou 30 jours post-injection (jpi). Ainsi, les effets de la mort 

neuronale prolongée pourraient entraîner une suractivation des microglies et par le fait 

même une exacerbation du milieu pro-inflammatoire, ce qui pourrait avoir un rôle dans 

l’aggravation de la MA. 
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3.1.2 Inhibition du recrutement monocytaire  

 

À la suite d’une lésion excitotoxique engendrée par le KA, un recrutement marqué de 

monocytes s’ensuit au site de lésion (Bellavance et al., 2015). Notre étude en 

cytométrie de flux sur des échantillons sanguins (voir Figure 2.3A) a démontré 

qu’effectivement, au niveau périphérique chez les souris WT, une augmentation des 

niveaux de monocytes s’ensuit après l’injection de KA. Toutefois, une quantité moins 

importante de monocytes totaux, inflammatoires et patrouilleurs chez les souris APP 

est observée à la suite du traitement au KA (voir Figure 2.3B-D). Ceci suggère un 

dérèglement dans la réponse immunitaire au niveau du système nerveux périphérique 

dans la MA, ce qui pourrait expliquer la neurodégénérescence accrue des souris 

APP/PS1 comparé au WT lorsqu’il y a injection de KA (Bellavance et al., 2015). Des 

évidences chez les patients MA suggèrent également une inflammation dans le 

système nerveux périphérique, un dérèglement dans le métabolisme périphérique et 

ultimement des dommages neuronaux (Clarke et al., 2015; Delaby et al., 2015). Dans 

notre modèle, comme le KA diffuse de façon passive et est perméable à la BHE 

(Gynther et al., 2014), il se retrouve fort probablement par diffusion dans la circulation 

sanguine et peut affecter du même coup les neurones de la périphérie. Ces dernières 

pourraient vraisemblablement être hypersensibles dans un contexte Alzheimer, 

réagissant plus fortement au KA et du même coup affectant les niveaux de monocytes 

sanguins plus significativement. 

  
Au niveau du système nerveux central, un marquage immunohistochimique à permis 

de cibler les cellules microgliales et d’ainsi les dénombrer (voir Figure 2.4). Le 

traitement au KA, comparativement au salin, engendre bel et bien un recrutement de 

microglies au SNC. Toutefois, ce recrutement se voit significativement diminué en 

contexte Alzheimer. En effet, les souris APP démontrent une quantité moindre de 

cellules microgliales à la suite du traitement au KA en comparaison aux souris WT 

ayant subi le même traitement. Ceci pourrait suggérer un défaut de migration de ces 

cellules. Ces dernières pourraient probablement être affectées par les signaux de 

dommages des neurones, de même que la mauvaise transmission des 
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neurotransmetteurs. Une autre hypothèse pouvant être soulevée est celle de l’adhésion 

cellulaire. Peut-être qu’en contexte d’excitotoxicité les progéniteurs des cellules 

microgliales ne peuvent adhérer adéquatement au tissu lésé et ainsi ne peuvent infiltrer 

ce dernier. À ce stade, ces hypothèses restent des suppositions et des analyses 

ultérieures doivent être entamées afin de répondre à ces questions. Quoi qu’il en soit, 

les cellules microgliales sont bels et bien affectées par la mort neuronale induite par le 

KA en contexte de surproduction d’Aβ. 

 
Bien que la quantité de microglies se soit avérée moindre chez les souris APP versus 

les souris WT à la suite d’injection de KA à 30 jpi, une analyse en hybridation in situ 

de tranches de cerveaux à 3 jpi fut réalisée.  Puisque c’est à ce temps où la réponse 

microgliale est à son apogée (Bellavance et al., 2015),  l’analyse in situ à 3 jpi se 

voulait une tentative pour expliquer le mécanisme moléculaire de la 

neurodégénérescence. Cela permit de démontrer un accroissement de l’inflammation 

via TLR2, venant avec un accroissement des protéines TREM2 et STAB1, à la suite 

d’injection de KA (Figure 3.1). Toutefois, le KA n’a pas le même effet chez les souris 

saines WT et les souris représentant la MA. Effectivement, l‘analyse a permis 

d’observer une suractivation via le récepteur TLR2 chez les souris APP à la suite 

d’injection de KA, dénotant une sensibilité accrue (Figure 3.1). Normalement, plus 

les dommages sont importants, plus l’activation des cellules microgliales est 

considérable, ce qui concorde avec notre résultat. Ceci dit, il est surprenant que 

l’activation se retrouve exacerbée alors qu’on a conclu qu’il y a un nombre moins 

important de cellules.  

 
Or, dans un tel modèle de mort neuronale et de production d’Aβ, les microglies sont 

en constante stimulation, provoquant la relâche de molécules pro-inflammatoires ou 

neurotoxiques, aggravant du même coup la mort neuronale. L’inflammation cérébrale 

est un marqueur clé de la MA et le récepteur TLR2 serait impliqué non seulement dans 

l’activation des microglies, mais aussi dans la mort neuronale dans la région de 

l’hippocampe (Hong et al., 2015). Cette stimulation aberrante engendrerait une relâche 

excessive de glutamate, ce qui pourrait expliquer l’aggravation de l’excitotoxicité et 
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des dommages neuronaux observée chez les souris APP (Barger et Basile, 2001; 

Fernandez-Tome et al., 2004). 

 

 
 

Figure 3.1. Intrastriatal injection of KA deregulates transmembrane protein mRNAs expression in the brain of APPswe/PS1 
mice.(A) Representative photomicrographs of coronal sections showing the levels of triggering receptor expressed on myeloid cells 2 
(TREM2), stabilin-1 (STAB1) and toll like receptor 2 (TLR2) mRNA by in situ hybridization in WT and APPswe/PS1 mice that received either 
saline or KA intrastriatally. Optical density quantifications of the expression levels of TREM2, STAB1 and TLR2 mRNA in the cortex (B) 
and hippocampus (C). Data are expressed as mean ± SEM (n =5-8 mice per group). Statistical analyses were performed by two-way ANOVA 
followed by Tukey’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparing WT-KA to APP-KA. 

 

3.1.3 Aggravation de la pathologie amyloïde 

 

Toujours au niveau du système nerveux central, un marquage au Congo Red à permis 

de cibler spécifiquement les dépôts amyloïdes sous forme de plaques (voir Figure 

2.5C-E). Chez les souris APP, leur dénombrement s’est avéré être significativement 

plus élevé après l’injection de KA. De plus, à l’aide d’un transfert de protéines 
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provenant des lysats des cerveaux, l’APP s’est avérée être également plus présente 

dans les cerveaux APP après traitement au KA (voir Figure 2.1A). Aussi, les niveaux 

solubles d’Aβ40 et Aβ42 furent obtenus par Élisa (voir Figure 2.5B) et même constat: 

augmentation à la suite du traitement au KA.  

 
Nous avons démontré précédemment une concentration moindre de monocytes 

patrouilleurs à la suite d’injection de KA, ce qui pourrait expliquer en partie 

l’augmentation des niveaux d’Aβ. En effet, notre laboratoire démontra en 2013 que 

l’absence de monocytes Ly6Clow chez les souris APP/PS1 entraîne un surplus d’Aβ 

(Michaud et al., 2013a). Cette augmentation des niveaux d’Aβ suggère aussi un 

dérèglement dans la voie d’élimination de ce peptide. La moindre quantité de 

microglies pourrait sans doute expliquer l’augmentation d’Aβ, mais il y a plus. En 

effet, il est possible de se questionner sur l’état phagocytaire des microglies restantes. 

L’étude in situ permit d’observer une diminution de l’expression de la protéine ayant 

un rôle dans la phagocytose de l’Aβ, c'est-à-dire TREM2 (Figure 3.1). Ce dernier, 

exprimé par les microglies, agit comme signal en réponse à l’Aβ commandant la 

phagocytose (Rivest, 2015). La prévalence de l’inflammation dans le contexte 

Alzheimer en provenance  des débris cellulaire et de l’Aβ affect sans aucun doute les 

microglies, ce qui pourrais possiblement expliquer la diminution de l’expression de 

TREM2. De ce fait, puisqu’il est significativement diminué  à 3 jpi de KA chez les 

souris APP comparativement au WT, il est possible d’affirmer que la phagocytose de 

l’Aβ par les microglies en contexte Alzheimer via TREM2 est clairement atteinte par 

la mort neuronale.  

 
De surcroît, les microglies associées aux plaques (observés à l’aide d’un double 

marquage) sont significativement diminuées en contexte Alzheimer à la suite 

d’injection de KA (voir Figure 2.5F). Normalement, les cellules migrogliales sont 

attirées au peptide, les entourent et les éliminent (Sokolowski et al., 2013). Toutefois, 

cette réduction des microglies associées aux plaques pourrait appuyer l’hypothèse de 

diminution des capacités de migration de ces cellules à la suite de morte neuronale 

induite par le KA, de même qu’expliquer l’augmentation des niveaux d’Aβ. 
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Autre facteur contribuant à l’augmentation des niveaux d’Aβ: la stimulation chronique 

des microglies. En effet, la suractivation de ces cellules via les récepteurs NMDARs, 

autant par l’Aβ lui-même que la concentration excessive de glutamate, entraînerait une 

diminution de l’élimination du peptide, puisque ces récepteurs coopèreraient à 

l’internalisation de l’Aβ (Bi et al., 2002). 

 
Finalement, le récepteur stabilin-1 (STAΒ1) est aussi diminué 3 jpi de KA chez les 

souris APP comparativement à leurs homologues WT (Figure 3.1). Ce récepteur est 

impliqué dans la régulation leur état phagocytaire par la reconnaissance de signal 

apoptotique phosphatidylserine (PS) (Park et al., 2009). C’est donc dire qu’en raison 

de la mort neuronale induite par KA, ou du moins à cause du milieu pro-inflammatoire 

généré en contexte Alzheimer, les microglies sont probablement moins habilitées à 

reconnaître les signaux de dommages aux neurones via le récepteur STAΒ1 

comparativement aux microglies de souris WT. Apparemment, l’excitotoxicité 

pourrait diminuer la phagocytose des débris cellulaires et empêcherait du même coup 

le nettoyage du milieu environnant. Le milieu devenant de plus en plus toxique 

pourrait ultimement participer à l’aggravation de la mort neuronale.  

 

3.2 Synergie entre l’excitotoxicité et la maladie d’Alzheimer 

 

Il existe une synergie directe entre l’excitotoxicité et la progression de la MA. 

Effectivement, l’activation des récepteurs ionotropiques glutamates se produit de façon 

excessive en contexte de la pathologie. L’accumulation d’Aβ caractérisant la maladie 

aura pour effet de provoquer plus d’excitotoxicité, puisque lorsqu’il est en présence 

d’astrocytes et de microglies, le peptide induit une relâche de glutamate dans le milieu 

extra-synaptique (Talantova et al., 2013; Qin et al., 2006).  

 
L’homéostasie calcique se voit du même coup dérégulée, causant ultimement une mort 

neuronale. Cette dégénérescence provoque la relâche de signaux de dommages dans 
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l’environnement et par le fait même une activation accrue des cellules microgliales. Ces 

dernières secrèteront des molécules pro-inflammatoires en réponse à ces signaux, 

contribuant à l’inflammation du cerveau. Décrite autant comme nécessaire que néfaste, 

cette inflammation provoquerait, à long terme et selon notre expérience, une diminution 

de la phagocytose, ou du moins un surplus d’Aβ. L’accumulation du peptide multipliera 

la relâche de glutamate, mais aussi activera chroniquement les microglies, rajoutant de 

l’inflammation au milieu.  

 
C’est donc dire qu’une boucle de rétrocontrôle s’installe, où la mort neuronale à des effets 

sur les microglies, qui ont des effets sur les niveaux d’Aβ, qui eux ont des effets autant 

sur la mort neuronale que sur les microglies, et c’est reparti. Ultimement, une 

surproduction d’Aβ accélérera la MA et les symptômes qui y sont rattachés. 

 

3.3 Perspectives futures 

 

Les résultats de recherche ont permis d’établir un lien direct entre la mort neuronale 

induite par le KA et la progression de la MA. La présente étude reste toutefois descriptive 

et bien que l’aggravation de la pathologie amyloïde soit claire, d’autres tests sont requis 

dans un avenir rapproché afin d’éclaircir la mécanistique entourant cette conclusion. Par 

exemple, tester chez des souris APP l’injection de KA en présence ou non de bloqueurs 

des récepteurs au glutamate (ex.: MK801; Danys et Parson, 2012) permettrait de valider 

l’étude. Ou encore, tester chez des souris APP l’effet du KA lorsqu’elles sont 

préalablement injectées avec des bloqueurs du récepteur RAGE (ligand HMGB1; 

Bianchi, 2007) permettrait de moduler les dommages au cerveau. Puis, tester la phase 

chronique d’inflammation, chez la microglie in vitro, en présence d’une faible 

concentration, mais constante d’Aβ. Ceci permettrait de représenter plus fidèlement la 

réponse des microglies farcent à des niveaux d’Aβ représentatif chez un patient humain 

et par le fait même d’isoler plus précisément la mécanistique moléculaire affectée par 

cette réponse. Finalement, la presenilin-1 (PS1), protéine faisant partie du complexe 

formant la γ-secrétase, pourrait aussi être une cible thérapeutique. Cette dernière jouerait 
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un rôle important dans la sensibilité à l’excitotoxicité neuronale puisqu’elle contribuerait 

au dérèglement de l’homéostasie calcique (Grilli et al., 2000) 

 

3.4 Potentiel clinique  

 
Bien que l’injection de KA ne soit pas représentative d’une pathologie humaine, elle 

servit à mieux comprendre l’interaction entre l’excitotoxicité glutaminergique et la 

progression de la pathologie amyloïde. La phase chronique d’inflammation engendrée 

non seulement par l’Aβ, mais aussi par les débris cellulaires des neurones en 

dégénérescence, doit être la cible première des thérapies contre la MA. La mort neuronale 

quant à elle pourrait être ralenti via des bloqueurs des récepteurs glutamates afin de limiter 

la progression de la maladie. Également, une stimulation des processus de motilité et de 

phagocytose des microglies pourrait être envisagée, en faisant attention toutefois de ne 

pas promouvoir l’inflammation au cerveau.  
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4. Conclusion 
 

La maladie d’Alzheimer présente une mécanistique des plus complexes. Les hypothèses 

permettant d’expliquer la mort neuronale engendrée comprennent l’enchevêtrement de la 

protéine Tau et l’accumulation de l’Aβ. Ces cette dernière qui est de loin la plus discutée 

dans la littérature scientifique, mais elle n’explique qu’en partie la physiopathologie de la 

maladie. Le peptide est neurotoxique lorsqu’il est mal replié et qu’il s’auto-associe, 

formant des oligomères et des dépôts sous forme de plaques. Neurotoxique d’une part parce 

qu’ils lient les récepteurs glutamates des neurones et cause un dérèglement dans les vois 

de neurotransmission, mais aussi parce qu’il activement de façon chronique les microglies, 

cellules de défende du SNC. Les neurones apoptotiques libérèrent dans les milieux des 

signaux de dommages, activant eux aussi les microglies. L’activation de ces cellules résulte 

en une production accrue de molécules pro-inflammatoires, tout aussi toxique pour les 

neurones environnants.    

 
L’étude introduisant la mort neuronale à l’aide d’injection d’acide kainique dans un modèle 

murin d’Alzheimer, où ordinairement il n’y a pas ou peu de mort neuronale, permet 

d’observer l’interaction entre la mort neuronale et la progression de la pathologie amyloïde. 

Ultimement, la dégénérescence neuronale entraîne une accumulation plus importante de la 

protéine Aβ, probablement en raison de sa mauvaise élimination. D’autre part, cette 

accumulation de protéine causera une mort neuronale plus importante. Bref, un cycle de 

rétroaction positive s’installe, où la mort neuronale suractive les microglies, ce provoque 

un milieu pro-inflammatoire et accroît la concentration d’Aβ, qui ultimement exacerbera 

la mort neuronale. La mort neuronale est donc plus qu’une conséquence de la MA: elle 

constituerait en fait en un mécanisme contributif, aggravant la cascade pathologique. 
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