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Résumé 
 

 

Dans les pathologies neurodégénératives comme la Maladie d’Alzheimer, les neurones 

meurent par un processus de mort cellulaire programmée, « suicide », appelé apoptose. Des 

études in vivo, ont montré que cette étape de destruction somatique, tardive, est précédée de 

phénomènes précoces de dysfonctionnements synaptiques et de dégénérescences axonales. 

L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue 

progressivement des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »). 

Néanmoins, en l’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires 

qui conduisent au dying back demeurent encore mal connus. Nous nous proposons d’aborder 

cette problématique en utilisant un nouveau système de culture primaire de neurones ; la 

microfluidique, qui permet une compartimentalisation efficace des axones et des somas de 

neurones issus du système nerveux central.  

 

Grâce à cet outil, nous mettons en évidence pour la première fois, qu’un stress appliqué 

uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire un dying back pattern. En 

effet, l’axone commence à se fragmenter alors que le corps cellulaire  « stressé » ne présente 

aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de dégénérescence se soit propagé dans 

l’axone depuis le soma. D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK  impliquée dans 

les phases précoces de l’apoptose est ici le premier signal observé dans l’axone, contrôlant la 

fission des mitochondries et l’activation des caspases, qui sont les effecteurs moléculaires de 

la phase d’exécution de l’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement 

utilisé pour faire référence à la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre à l’axone.  

De plus, nous avons démontré que la Sirtuine 3 une deacetylase NAD+ dépendante, résidant 

dans la mitochondrie, est elle aussi impliquée. Ainsi nos résultats suggèrent que le NAD+ et 

le programme apoptotique peuvent ensemble participer au devenir de l’axone (Magnifico S et 

al., article soumis).  

 

Enfin, en utilisant la forme agrégée du peptide amyloïde 25-35, modélisant un dépôt focal de 

plaque amyloïde, nous confirmons nos observations en démontrant que la portion distale des 

axones est partiellement résistante à l’exposition du peptide 25-35,  tandis qu’une exposition 

somatique déclenche une propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit à une 

dégénérescence rétrograde de l’axone. Cette relative résistance axonale peut être expliquée 

par le transport antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire. 

(Magnifico et al., article en cours d’écriture). 

 

En conclusion, ce travail s’intègre dans la compréhension des mécanismes de la 

dégénérescence axonale observée dans les maladies neurodégénératives telle que la Maladie 

d’Alzheimer. 
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Abstract 

 

In chronic degenerative processes, such as Alzheimer Diseases (AD), neurodegeneration 

occurs over long period of time, in which neurons slowly build up aggregated proteins, 

progressively lose their synapses, axons and ultimately their cell bodies. Due to the intrinsic 

complexity of brain wiring and lack of experimental models, the molecular mechanisms 

involved in synaptic and axonal degeneration in chronic processes are poorly understood. 

Nevertheless, in AD, neurons may suffer from localized (somatic, dendritic or axonal) insults 

that could progressively modify local transduction pathways and lead to the propagation of 

degenerative signals inside the neurons.  

Using primary neuronal cultures, compartimentalized in microfluidic cell culture platforms, 

we show that somato-dendritic application of pro-apoptotic inducers triggers the propagation 

of a degenerative signal in axons shafts, leading to progressive cytoskeleton alteration and 

ultimately to axonal destruction. Using local inhibition of transduction pathways, we show 

that the degenerative signal originating from neuronal soma involves mitochondrial fission, 

cytochrome C release and transient axonal activation of JNK and caspase 6.  Interestingly, 

whereas activation of these pro-apoptotic pathways in axons can lead to axonal 

dismantlement, axonal vulnerability is tightly controlled by cell body integrity.   

We further demonstrate that the Sirtuine 3 (SIRT3), a deacetylase NAD+ dependante localize 

in mitochondria, confer a strong protection against axonal fragmentation. Thus our results 

suggest that local mitochondrial energetic level (SIRT3) together with apoptotic signaling can 

lead to axonal degeneration in neurodegenerative diseases (Magnifico S et al., article 

submitted).  

Finally, using the aggregated form of the amyloid peptide 25-35, modeling a focal amyloid 

plaque deposition, we confirm our observations demonstrating that the distal axon is partially 

resistant to exposure of peptide 25-35, while that exposure somatic triggers an anterograde 

propagation of a signal which leads to toxic retrograde degeneration of the axon. This relative 

resistance can be explained by axonal anterograde transport of mitochondria sound from the 

cell body. (Magnifico S et al., Article being written). 

In conclusion, this work allows understanding the mechanisms of axonal degeneration 

observed in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease. 
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DW                 Dégénérescence Wallérienne 

EAE               Experimental Autoimmune Encephalomyelitis 

FADD           Fas Associated Death Domain 

HG                High Glucose 

IAP               Inhibitory of Apoptosis Protein 

JNK               c-Jun N-terminal Kinases 
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JNM              Jonction neuro-musculaire 

LG                 Low Glucose 

LTP               Long-Term Potentiation 

MA               Maladie d’Alzheimer 

NAD+            Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

NGC              Neurones en Grains du Cervelet 

NGF               Neurotrophin Growth Factor 

NLS                Nuclear Localization Signal 

NMN              Nicotinamide Mono Nucléotide 

Nmnat            Nicotinamide Mononucleotide Adenyltransferase 

PDMS            Poly-Dyméthylsilohexane 

PFs                 Protofibrilles 

mPTP             Pore de Transition de Perméabilité mitochondriale 

PSEN             Presenilin 

RE                  Reticulum Endoplasmique 

RGC              Retinal Ganglion Cell 

SIRT              Sirtuine 

SLA                Sclérose Latérale Amyotrophique  

SMAC          Second Mitochondria Derived Activator of Caspase 

SNC               Système Nerveux Central 

SNP                Système Nerveux Périphérique 

SOD               Super Oxyde Dismutase 

STS                Staurosporine 

TAI                Tramatic Axonal Injury 

TNF               Tumor Necrosis Factor 

TRADD         TNF Recepetor Associated death Domain 

TUNEL         Terminal deoxynucleotidyl transférase-mediated dUTP nick End-Labelling 
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UPS                Ubiquitin Proteasom System 

VDAC            Voltage dependant Anion Chanel 

VIH                Virus de l’Immunodéficience Humaine 

Wld(s)            Wallerian Degeneration slow 
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I/ Les phénomènes de dégénérescence axonale : description et modèles 

d’études 

La dégénérescence axonale (DA) est un phènomène commun à de nombreuses pathologies du 

Système Nerveux Central (SNC) et du Système Nerveux Périphérique (SNP). Dans certaines 

situations, la perte de l’axone associé à l’apparition des symptomes moteurs et/ou cognitifs, 

peut précéder la destruction du corps cellulaire. On parle alors de Dying back. Néanmoins, en 

l’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires qui conduisent au 

Dying back restent mal connus. La majorité des études visant à appréhender les mécanismes 

moléculaires de la DA a été conduite dans un contexte physiologique (le « pruning » 

developpemental) et pathologique (la Dégénérescence Wallérienne).  

A/ Contexte physiologique 

I.1 Dégénérescence axonale ; un processus physiologique 

I.1.1) le « pruning » développemental 

 

L’élimination sélective des portions axonales ou dendritiques sans la mort du neurone est un 

phénomène crucial qui prend place au cours du développement  (Luo DT et al., 2005 ; 

Bischop DL et al., 2004). En effet, lors de la phase développementale,  les neurones peuvent 

étendre des collatérales dans des régions inappropriées qui vont ensuite être éliminées par un 

processus qu’on appelle « pruning » ou « élagage » en français.  Il s‘agit ici d’assurer 

l’optimisation de connectiques afin d’améliorer les fonctions biologiques. 

Ce phénomène a notamment été observé au niveau de la jonction neuromusculaire, JNM 

(Figure 1) (Bishop DL et al., 2004), du cervelet (Scelfo B et al., 2003) du cortex visuel (Katz 

LC et al., 1992) des projections de la couche V du néocortex (Hoopfer ED et al., 2006) et du 

système olfactif (McDonald JM et al., 2006).  Comme dans le cas de la JNM, les  cibles 

multi-innervées vont, par le biais du pruning, devenir mono-innervées (Figure 1). La plupart 

des études relatives au pruning sont menées chez la drosophile et le mammifère.  
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Figure 1 : Pruning axonal au niveau de la JNM. Imagerie in vivo, en temps réel d’une jonction 

neuromusculaire innervée par deux axones (vert et bleu) à P11. A P13, il reste un reliquat d’axone au niveau de 

la JNM (annoté par un astérisque), alors que la portion distale de l’axone bleu (représentée par une flèche 

blanche) est distante de la JNM de 50µm.  Après trois jours (P14) l’axone bleu a complètement disparu (Bishop 

DL et al., 2004) 

I.1.2) la déprivation en facteur trophique : un modèle de pruning in vitro 

 

Le pruning développemental peut être causé par la perte de facteurs trophiques entrainant du 

même coup l’élimination de la collatérale aspécifique. Cette situation peut être récapitulée in 

vitro en dépourvant localement les axones de neurones sympathiques en Neurotrophin 

Growth Factor (NGF) (Raff MC et al., 2002) (Figure 2).                                        

 

 

Figure 1 : Modèle de pruning in vitro. Quand la portion distale d’un axone issu de neurones sympathiques est 

dépourvue en NGF à l’aide d’une chambre tri compartimentée (chambre de Campenot), celle-ci dégénère, alors 

que le reste de l’axone  et le corps cellulaire survivent (Raff MC et al., 2002).  
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Cette étude a été réalisée dans des chambres de Campenot (Figure 3). Celles-ci permettent de 

compartimentaliser des neurones issus du SNP comme les neurones sympathiques (Campenot 

RB., 1977). Cette technique a permis de mettre en évidence que la croissance des neurites 

peut être controlée localement par des neurotrophines (Campenot RB., 1981) 

 

 

Figure 2 : La chambre de Campenot. Celle-ci se compose de trois compartiments. Chacun de ces 

compartiments est isolé fluidiquement par une barrière de téflon collée au fond de la boite de culture par de la 

graisse. Des cellules isolées de ganglion sympathique de rat, placées dans le compartiment central, vont projeter 

leurs axones à travers les joints en graisse pour atteindre la chambre voisine. (Melli G et al., 2006) 

Toutefois, si cette technique permet une compartimentalisation efficace de neurones issus de 

SNP, elle ne peut être utilisée pour des neurones issus du SNC. En effet, alors que les axones 

forts et robustes des neurones de DRG peuvent pénétrer et creuser leurs chemins dans les 

joints en graisse, les prolongements des neurones trop fins du SNC ne le peuvent pas. 

La DA n’est pas exclusive du pruning developpemental. Elle peut aussi avoir lieu dans un 

contexte pathologique lors de la dégénérescence aigue (Dégénéréscence Wallérienne) et 

chronique (Dying back) de l’axone.   

B/ Contexte pathologique 

I.2 Les dégénérescences aigues : La Dégénérescence Wallérienne 

I.2.1) La Dégénérescence Wallérienne 

 

La Dégénérescence Wallérienne (DW) est un processus biologique qui fait référence à la 

dégénérescence de la portion distale de l’axone déconnectée physiquement du corps cellulaire 

suite à une lésion (Figure 4). 
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Figure 4 : La Dégénérescence Wallerienne. Après lésion, la portion distale de l’axone dégénère. Cette lésion 

peut dans certains cas (1/ état de maturation du neurone et 2/ distance par rapport au soma de la zone de lésion) 

induire la mort du neurone parent. (Raff MC et al., 2002).  

Ce processus de dégénérescence axonale commun au SNC et SNP fut décrit pour la première 

fois par Augustus  V.Waller en 1850, anatomiste et physiologiste britannique. De ces 

observations, il en a déduit que les cellules nerveuses (le corps cellulaire) nourrissent en 

quelque sorte les fibres nerveuses.  

La DW s’accompagne de la désintégration de la cyto-architecture des neurofilaments suivie 

par le désassemblage du réseau de microtubule associé à l’apparition de blebs (Figure 5) et 

qui mène in fine à la fragmentation de l’axone (Figure 5). Les débris vont ensuite être 

éliminés par les cellules de type macrophage.  

 

Figure 5 : Illustration d’un axone blébé et fragmenté. Sur le panel de gauche, l’axone immunomarqué avec 

un anticorps dirigé contre la tubuline, est blébé (boursurflure ou gonflement). Sur le panel de droite est 

représenté un axone fragmenté. (Magnifico S et al., 2012 article soumis) 

Le modèle le plus couramment utilisé pour étudier la DW est l’axotomie d’un nerf 

périphérique de DRG qui consiste à couper l’axone en son milieu. L’axone, ainsi isolé de son 

corps cellulaire, continue à conduire des potentiels d’actions 24-48 heures avant de dégénérer. 

La DW peut avoir lieu à la fois, lors de traumas et d’accidents vasculaires cérébraux, 

d’infection ou de maladies auto-immunes qui localement vont endommager l’axone 

(multiples scléroses).  
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I.2.2) Les traumas cérébraux et les ataxies cérébelleuses 

 

Les traumas cérébraux peuvent entrainer de la DW. En effet lors d’un choc dit « indirect » qui 

se traduit par des phénomènes d’accélération ou de décélération (que l’on retrouve lorsqu’on 

secoue très fortement un enfant) des lésions axonales diffuses sont observées dans de 

nombreuses régions du cerveau notamment dans la région du cervelet. Les faisceaux d’axones 

subissent alors un stress de « cisaillement » qui mime en quelques sortes une axotomie. Ces 

lésions axonales portent le nom de TAI pour Traumatic Axonal Injury (Buki A et al., 2000 ; 

Adams JH et al., 1982) ou de DAI  pour Diffuse Axonal Injury (Graham DI et al., 1995 ; 

Gennarelli TA et al., 1993 ; Gennarelli TA et al., 1982). De façon intéressante, à la suite de 

traumas cérébraux, des lésions neuronales au niveau du cervelet ont été observées (Lighthall 

JW et al., 1990), comme étant souvent responsables de désordres physiologiques plus ou 

moins graves parmi lesquels figure l’ataxie cérébelleuse (Hoshino  S et al., 2003 ; Lighthall 

JW et al., 1990). Une étude complémentaire basée sur l’analyse du volume du cervelet 

d’enfants âgés de 9 à 16 ans ayant subi des traumas cérébraux, a permis de mettre en évidence 

que le volume de la substance blanche chez les enfants traumatisés (TAI) est très inférieur à 

celui des enfants normalement développés TD (28.14 pour les enfants TAI à 19.49 pour les 

enfants TD soit une diminution de 31%) alors que le volume de la substance noire ne 

différencie que légèrement (112.49 pour les enfants TAI à 107.18 pour les enfants TD soit 

une diminution d’environ 5%). Ces résultats démontrent que les faisceaux d’axones soumis à 

des forces de tensions et de cisaillement pendant un trauma cérébral sont particulièrement 

vulnérables comparés aux corps cellulaires (Spanos GK et al., 2007). Ces résultats concordent 

avec les conclusions des comptes rendus de Matthews et al., qui décrivent une atteinte de la 

substance blanche associée à des phénomènes de blebs et de DA observés chez le rongeur 

ayant subi un trauma cérébral (Potts MB et al., 2009).  

I.2.3) Les ischémies cérébrales et les Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) 

 

Les ischémies cérébrales caractérisées par la réduction transitoire ou permanente du flux 

sanguin, sont à l’origine de lésions cérébrales. Celles-ci sont associées à bon nombre de 

pathologies (épilepsies, paralysies, désordres comportementaux, dysfonctions cognitives),  qui 

dans certains cas peuvent conduire à la mort de l’individu (Ginsberg MD et al., 2009). Cette 

diminution locale du flux sanguin dans les régions cérébrales est connue pour réduire la 

quantité d’oxygène (hypoxie) et de glucose dans la région ischémique. Ceci peut 
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s’accompagner par des changements structurels et morphologiques, à la fois de la substance 

grise, mais aussi de la substance blanche (Stinear CM et al., 2007). En effet des phénomènes 

de fragmentation axonale ont été rapportés à partir d’études portant sur les conséquences 

d’une ischémie cérébrale (Lama S et al., 2011 ; Ueno M et al., 2010). Celle-ci se modélise in 

vitro par une déprivation en oxygene-glucose suivie par une étape de reperfusion (McCarran 

WJ et al., 2007).  Si les mécanismes moléculaires responsables de la perte de la substance 

blanche sont encore peu connus, il est admis que les axones dégénèrent dans un contexte de 

DW (Raff MC et al., 2002).  

I.2.4) La Sclérose en plaque 

 

La sclérose en plaque  est communément décrite comme une maladie auto-immune du SNC, 

dont les manisfestations cliniques sont liées à une demyélinisation des fibres nerveuses.  

Dépourvue de myéline, la conduction de l’influx nerveux des fibres nerveuses se retrouve 

perturbée. De manière intéressante, il a été observé au niveau des zones de lésions, qu’en plus 

d’une perte de la myéline, une perte de l’axone est à l’origine des formes les plus aigues de la 

pathologie. Il est donc important de définir les mécanismes moléculaires à l’origine de la 

perte axonale, dont le timing et le degré de détérioration semblent corréler avec la progression 

de la maladie vers des stades les plus critiques.  

Le modèle in vivo, le plus largement utilisé pour aborder cette problématique dans ce contexte 

précis est celui du modèle murin pour l’EAE (Experimental Auto-immune 

Encephalomyelitis). En effet, l’induction de l’EAE chez le petit animal récapitule la cascade 

d’évènements, qui va de la lésion démyélinisante à la perte de l’axone (Lassmann H et al., 

2011). 

D’un point de vue in vitro et in vivo, la perte de l’axone qui fait suite à une agression locale de 

l’axone (infiltration des macrophages et des lymphocytes T au niveau de la lésion) peut être 

assimilée à de la DW (Dziedzic T et al., 2010), ce qui justifie qu’on puisse utiliser l’axotomie 

comme modèle d’étude.  

I.3 Les dégénérescences chroniques : le Dying back 

 

Néanmoins, bien que le paradigme de la DW soit souvent utilisé comme modèle de la DA, sa 

pertinence dans la compréhension des mécanismes impliqués dans certaines dégénérescences 

des axones du SNC et du SNP est débattue. En effet, alors que l’axone est simplement 
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sectionné dans la DW, dans le contexte des maladies neurodégénératives, l’agression peut 

théoriquement prendre place à la fois au niveau pré-synaptique et au niveau dendritique. De 

plus, à la différence de la DW, l’axone est encore connecté au corps cellulaire dans le 

contexte des maladies neurodégénératives. Cette situation a conduit diverses équipes de 

recherche à proposer un second scénario de dégénérescence axonale, dit du « dying back ». 

Au cours de ce dernier,  les neurones du SNC subissant une agression chronique, présentent 

une dégénérescence progressive et rétrograde des terminaisons vers le soma. Ce scénario a 

aussi été proposé pour expliquer la plupart des pathologies du SNP comme la maladie des 

motoneurones, les neuropathies optiques, les neuropathies sensorielles associées à  

l’alcoolisme (Walsh JC et al., 1970), au diabète (Sima AA et al., 1983) et au SIDA (Melli G 

et al., 2006).  

I. 3.1) Les pathologies du SNP associées à la DA 

I.3.1.a) La maladie des Motoneurones : (Sclérose Latérale Amyotrophique) 

 

La Sclérose latérale Amyotrophique fut décrite pour la première fois par le neurologue 

français Jean Martin Charcot en 1869. Cette maladie incurable se caractérise par une perte 

progressive des neurones moteurs du cortex cérébral et de la corne antérieure de la moelle 

épinière, associée à la destruction du faisceau pyramidal. La symptomatologie initiale se 

manifeste par des troubles moteurs ; spasticité, hyperexcitabilité des reflexes, faiblesse et 

atrophie musculaire (« amyotrophie »), qui conduisent à une paralysie progressive, dont 

l’atteinte de la fonction respiratoire conditionne généralement le pronostic vital de l’individu.  

Même si l’étiologie de cette pathologie reste encore à élucider, plusieurs évidences issues de 

modèles animaux semblent indiquer que la perte des axones précède la mort des neurones 

moteurs eux-mêmes (Fadon-Nachum M et al., 2011). En effet, dans l’étude menée par Dunja 

Frey publiée en 2000, une perte synaptique au niveau de la jonction neuromusculaire est 

observée chez le petit animal transgénique pour le SLA avant même la manifestation des 

symptômes cliniques (Frey D et al., 2000).  Ces données sont à la fois confirmées et enrichies 

par l’étude de Lindsey Fischer menée en 2004, qui constate chez le petit animal et chez 

l’homme (post mortem), une propagation spatio-temporelle de la dégénérescence des 

neurones moteurs avec une dénervation des fibres musculaires au niveau de la JNM ainsi 

qu’une sévère dégradation de l’axone (Figure 6) alors que les neurones moteurs ne semblent 

pas affectés (Fischer LR et al., 2004).  
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Figure 6 : Perte des JNM chez des souris SOD
G93A

. Les fibres motrices et les axones sont facilement 

reconnaissables avec un marquage dirigé contre l’-bungarotoxine (rouge) et les neurofilaments (green). Les 

trois images du haut représentent des fibres musculaires innervées de façon importante (A), intermédiaire (B) et 

non innervées (C). Le graphique (D) représente l’analyse quantitative de l’état d’innervation des fibres 

musculaires en fonction de l’âge des animaux SOD
G93A

. (Fischer LR et al., 2004) 

Ces résultats suggèrent fortement que la dégénérescence des neurones moteurs commence au 

niveau de la partie distale de l’axone et semble se propager de façon rétrograde en direction 

du corps cellulaire, ce qui est compatible avec le « dying back » pattern.  La SLA est par 

conséquent une maladie de l’axone (axonopathie) dans laquelle il est nécessaire d’identifier 

les mécanismes moléculaires qui en sont à l’origine. Pour cela il devient alors légitime 

d’élaborer un modèle animal pour la SLA. 

Approximativement 2% des cas de SLA, sont causés par la mutation de la Super Oxyde 

Dismustase (SOD1
G93A

). Cette enzyme catalyse la dismutation d’ions superoxydes en 

oxygène. Il s’agit donc d’un acteur essentiel dans le système de défense contre les radicaux 

libres issus de la respiration mitochondriale. La découverte de cette mutation a permis de 

mettre au point une souris transgénique (SOD1
G93A

) qui développe la même symptomatologie 

que les patients humains. Ce modèle, utilisé pour examiner la pathologie cellulaire de la 

dégénération des neurones moteurs au cours du dying back, représente un outil de choix pour 

le développement de molécules qui viseraient à ralentir la progression de la maladie.  
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I.3.1.b) les neuropathies sensorielles : le HIV 

 

Les neuropathies périphériques sont des atteintes des nerfs périphériques. Elles se traduisent 

par des dégradations des nerfs au niveau de la gaine de myéline, et dans les cas graves, par la 

dégradation de la fibre nerveuse elle-même (axone). On parle alors de Neuropathie axonale. 

L’étiologie des neuropathies périphériques peut être imputée à une multitude de facteurs 

divers et variés. Il est par conséquent illusoire d’en dresser une liste exhaustive. C’est la 

raison pour laquelle, j’ai choisi de ne mentionner ici que des neuropathies périphériques ayant 

pour origine le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH). En effet, de nombreux rapports 

ont fait état d’un nombre relativement élevé de patients atteints du VIH et souffrant de 

neuropathies périphériques. Avec plus de 40% de patients affectés (Janssen F et al., 1988), les 

neuropathies sensorielles associées au VIH sont l’une des complications neurologiques les 

plus souvent retrouvées chez les patients. Ceci rend légitime que la sérologie du virus du VIH 

fasse désormais partie du bilan de première intention d’une neuropathie périphérique. Des 

études éléctrophysiologiques ont pu montrer une diminution dans la vitesse et l’amplitude de 

conduction de l’influx nerveux en adéquation avec les phénomènes de démyélinisation et de 

perte axonale. D’un point de vue clinique, les symptômes se manifestent d’abord par des 

altérations de la fonction somésthésique (sensation de « marcher sur du carton », modification 

de la perception du frottement sur la peau qui devient vite intolérable). Apparaissent ensuite 

des sensations de brûlures permanentes pouvant être accompagnées par d’éventuelles 

faiblesses musculaires. Enfin, dans ses formes sévères, les douleurs insupportables souvent 

permanentes peuvent handicaper lourdement la marche et ainsi détériorer la qualité de vie du 

patient (Verna L et al., 2003). Malheureusement, jusqu’à maintenant, il n’existe pas de 

thérapie effective qui puisse ralentir la DA observée chez ces patients.   

I.3.2) Les Maladies Neurodégénératives du SNC  

 

Tout comme les maladies du SNP, la DA est aussi un marqueur précoce des maladies 

neurodégénératives du SNC.  

I.3.2.a) Neuropathies Optiques : Glaucome 

 

Le glaucome est une maladie dégénérative du nerf optique qui conduit progressivement à la 

cécité.  Cette maladie est associée bien souvent à une pression intraocculaire anormalement 

élevée (>21 mmHg) compressant et endommageant du même coup les fibres nerveuses issues 
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des cellules ganglionnaires qui tapissent la rétine. Les fibres nerveuses qui sont les premières 

à être touchées, dégénèrent avant les cellules ganglionnaires de la rétine. Cette 

dégénérescence rétrograde est donc assimilée à du dying back pattern (Schlamp CL et al., 

2006). Même si des modèles d’études basés sur l’augmentation de la pression intraocculaire 

ont été mis au point (Buckingham BP et al., 2008) pour étudier les mécanismes de cette 

pathologie, ceux-ci sont encore à élucider.  

I.3.2.b) Les pathologies neurodégénératives de type Alzheimer  

 

La maladie d’Alzheimer est une pathologie dans laquelle est observée une atrophie cérébrale 

associée à la mort neuronale. Il a été montré que des phénomènes précoces de DA précédant 

la mort neuronale sont corrélés à l’apparition des symptômes cognitifs. La DA est par 

conséquent un évènement précoce dans le décours de la maladie d’Alzheimer. Prévenir ou du 

moins ralentir la DA, permettrait de protéger le corps cellulaire et de surcroît la repousse de 

l’axone (sprouting). C’est ainsi, sous le filtre de la maladie d’Alzheimer que je me suis 

intéréssé aux mécanismes moléculaires impliqués dans les phénomènes de la DA. 

II/ La dégénérescence axonale dans les Maladies Neurodégénératives : la 

Maladie d’Alzheimer (MA) 

A/ Les pathologies dites agrégatives de type Maladie d’Alzheimer (MA)        

II.1 Historique de la maladie d’Alzheimer (MA) 

    II.1.1) Introduction 

 

La MA est une maladie neurodégénerative du SNC entrainant des troubles comportementaux 

et une perte progressive et irréversible des fonctions cognitives, notamment de la mémoire. 

Souvent confondue avec les aspects normaux de la sénescence ou d’autres pathologies 

neurologiques comme la démence vasculaire, cette maladie fut longtemps sous diagnostiquée. 

En effet, la maladie ne fut décrite pour la première fois, qu’en 1906, par le psychiatre et 

anatomopathologiste allemand Aloïs Alzheimer, dans une publication décrivant les altérations 

anatomiques du cerveau d’une patiente de 51 ans, Auguste D. C’est Emil Kraepelin, 

psychiatre de profession, qui proposa que la maladie porte le nom d’Alzheimer, du nom de 

son découvreur. Depuis, les recherches n’ont cessé de se développer et permettent aujourd’hui 

de considérer la MA comme la principale cause de démence chez les personnes âgées.  
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II.1.2) Les troubles psychologiques et comportementaux 

 

La MA qui conduit irrémédiablement à la mort du patient, peut se subdiviser en plusieurs 

stades. On en distingue trois :  

Le stade léger, particulièrement difficile à diagnostiquer, est caractérisé par des troubles 

mnésiques et comportementaux. A ce stade, la mémoire à long terme n’est pas altérée, 

contrairement à la mémoire à court terme. De plus, des troubles du langage, comme des 

difficultés à trouver certains mots peuvent aussi accompagner cette gêne mnésique.  

Le stade modéré est caractérisé par une évolution aggravante des troubles décrits ci-dessus. 

Ainsi c’est à ce stade qu’apparaissent les difficultés pour le patient à reconnaître ses proches. 

L’individu perd peu à peu ses repères temporels et spatiaux, devenant dépendant d’une tierce 

personne. Concernant le langage, son discours devient incohérent. Au-delà des troubles 

mnésiques et comportementaux, on peut observer des modifications de la personnalité, une 

agressivité, une perte d’intérêt ou encore des troubles de l’alimentation et du sommeil.  

Le stade terminal caractérisé par la perte totale de l’autonomie, le patient ne pouvant plus 

communiquer, ni se déplacer, aboutit irrémédiablement à la mort du patient huit à dix ans 

après avoir déclaré les premiers symptômes. 

II.2 Evidences Anatomopathologiques 

II.2.1) Les plaques amyloïdes et la dégénérescence neurofibrillaire 

 

La MA se caractérise sur le plan neuropathologique par la présence de deux types de lésions 

dans les régions hippocampiques et corticales associatives, à savoir les plaques séniles et la 

dégénérescence neurofibrillaire (Braak H et al., 1998 ; Dickson DW et al., 1997). La 

dégénérescence neurofribrillaire est due aux paires de filaments en hélice composés 

principalement par des amas de la protéine Tau, anormalement phosphorylée (Trojanowski JQ 

et al., 1993) (Figure 7). Tandis que les plaques séniles correspondent à l’accumulation 

extracellulaire d’un peptide dit « -amyloïde » (Hardy J et al., 2002). Les dépôts amyloïdes 

sont visualisés à l’aide de la thioflavine S qui reconnaît les formes fibrillaires d’amyloïde 

(Figure 8). Ces deux types de lésions ont pour conséquence la destruction neuronale qui 

entraine la perte progressive des fonctions cognitives et de l’intégrité intellectuelle.  
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Figure 7 : Illustration d’un neurone présentant une immunoreactivité pour la protéine Tau anormalement 

phosphorylée (AT8 immunoreactivité) dans la région du cortex transentorhinal à partir de tissus de cerveau 

humain obtenus post mortem. (Braak H et al., 2004)                                                

 

Figure 8 : Les dépôts amyloïdes sont marqués à la thioflavine S (vert). Le marquage à la thioflavine S est 

homogène dans la région du cortex frontal mais concentré dans les régions de l’hippocampe et du gyrus denté. 

(Carty NC et al., 2006).  

II.2.2) dispersion spatiale de la MA 

 

Comme je l’ai signalé dans la sous-partie abordant la symptomatologie, la MA est aussi une 

maladie lente et progressive touchant tour à tour de multiples structures. Les travaux qui 

illustrent le mieux cette dispersion spatiale de la MA, sont les travaux réalisés par H. Braak. 

Ce neuroanatomiste allemand a pu mettre en évidence par immunohistochimie (Immuno 

réactivité dirigée contre les formes hyperphosphorylées de la protéine Tau, et en utilisant 

l’AT8 comme anticorps), que la Dégénérescence NeuroFibrillaire (DNF) dans le cortex 

cérébral évolue de manière stéréotypée et hiérarchisée. Cette dispersion spatiale stéréotypée a 

permis à H Braak d’identifier six stades  anatomiques pouvant être regroupés en 3 unités 

générales ; I-II ; III-IV ; V-VI. Celle-ci débute tout d’abord dans les régions transenthorinale 

et enthorinale (Stages I-II) et s’étend progressivement vers le cortex temporal  (Stages III-IV), 

puis dans les régions associatives (Stages V-IV) (Figure 9) (Braak H et al., 2006).  
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Figure 9 : Les six stades  de la dégénérescence neurofibrillaire sur des sections d’hémisphères révélées par 

un immuno marquage dirigé contre la proteine Tau Hyperphosphorylée (AT8 immunoreactivité). (Braak 

H et al., 2006)  

Des études complémentaires, menées par ce même chercheur, ont montré une 

immunoreactivité pour l’AT8, dans des prolongements axonaux de neurones situés dans des 

régions sous corticales comme le locus coeruleus, situé dans le tronc cérébral, ceci suggérant 

un nouveau point de départ de la maladie (Braak H et al., 2010) (Figure 10).  
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Figure 10 : Illustration d’un neurone présentant une immunoreactivité pour la protéine Tau anormalement 

phosphorylée (AT8 immunoreactivité) dans la région du locus coeruleus à partir de tissus de cerveau humain 

obtenus post mortem (panel de gauche). Agrandissement de la zone (panel de droite). (Braak H et al., 2004) 

D’autre part, ce phénomène dispersif a aussi été illustré en suivant la progression de la perte 

neuronale en fonction des différents stades de la maladie (Small DH et al., 2001).                                         

II.2.3) La mort neuronale 

 

La majeure partie des études s’est focalisée sur les mécanismes moléculaires responsables de 

la mort neuronale, en partant du principe qu’en empêchant la mort du neurone il serait 

possible de retarder le développement de la maladie. Ainsi de nombreuses études menées in 

vivo et in vitro indiquent que l’accumulation de protéines agrégées telles que le peptide 

amyloïde, les expansions à poly glutamines et les protéines de type prion sont associées à une 

perte neuronale qui récapitule la cascade apoptotique classique (Rohn TT, 2010 ; Su JH et al., 

1994). En effet concernant la MA, c’est au milieu des années 90, malgré la difficulté de 

capturer un événement extrêmement furtif à l’échelle du décours temporel de la pathologie, 

qu’apparaissent les premières évidences immunohistochimiques in vivo (Smale G et al., 

1995 ; Su JH et al., 1994) et in vitro (Loo DT et al., 1993) mettant en cause l’apoptose comme 

processus de mort cellulaire. Pour cela, ces deux groupes ont révélé la fragmentation de 

l’ADN en utilisant la technique de TUNEL (tDt-mediated dUTP nicked labelling). 

Cependant, même si la fragmentation de l’ADN est l’un des critères qui définit l’apoptose, la 

réactivité du marquage TUNEL, ne peut être prise comme évidence pour attester d’une mort 

par apoptose à moins que des caractéristiques morphologiques ne soient révélées. Sachant le 

manque de fiabilité de la technique TUNEL, ces résultats ont été corrélés avec l’expression de 

la proteïne pro-apoptotique comme bax (Su JH et al., 1997). De plus, la remise en cause de 
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cette technique a aussi permis, à la fin des années 90, l’émergence de nouvelles techniques 

plus spécifiques reposant sur le développement d’anticorps dirigés spécifiquement contre les 

neoépitopes nouvellement formés issus du clivage protéolytique par les caspases. Ainsi 

Fuscheng Yang fut l’un des premiers à développer un anticorps dirigé contre la partie C-

terminal d’un fragment de 32 kdalton, issu de clivage de l’actine par les caspases, ceci lui 

permettant de démontrer de façon très pertinente l’activation de la machinerie apoptotique 

dans le cerveau de patients atteints par la MA (Yang F et al., 1998).  Cette étude fut suivie par 

d’autres menées à la fois in vivo et in vitro, au début des années 2000 et qui ont rapporté une 

augmentation dans l’expression et l’activation des caspases, suggérant très fortement un rôle 

de ces protéases dans la MA (Nakagawa T et al., 2000 ; Ivins KJ et al., 1999 ; Gervais FG et 

al., 1999) (Figure 11).  

                         

Figure 11 : Augmentation de l’immunoreactivité pour la caspase-3 (molécule pro apoptotique) sur des neurones 

pyramidaux situés dans la région CA3 de l’hippocampe (coupe de tissus humains obtenus post-mortem). Alors 

qu’une très faible immunoreactivité (flèches blanches) pour la caspase 3 et détectée (MF-R280) dans la 

condition physiologique (A), une importante immunoreactivité (flèches noires) pour la caspase 3 est détectée 

dans la condition pathologique (B).  (Gervais FG et al., 1999) 

L’ensemble de ces études anatomo-pathologiques ont permis de mettre en évidence que 

l’apoptose neuronale est un processus cardinal de la MA. A noter que ce paragraphe n’avait 

pas pour but de décrire les mécanismes moléculaires impliqués  dans  l’apopotose qui seront 

developpés dans la partie consacrée aux acteurs moléculaires impliqués dans les mécanismes 

destructeurs (partie III et IV de l’introduction).  

II.2.4) L’activation microgliale  

 

En complément, des études sur la mort neuronale réalisées in vivo, et confirmées in vitro, 

indiquent que la présence de microglies activées est souvent associée aux plaques amyloïdes 

contenant des fibrilles (Figure 12) (Radde R et al., 2006 ; Sasaki A et al., 2002 ; Benzing WC 

et al., 1999 ; McGeer PL, et al., 1987). Le rôle des microglies dans la MA n’est toutefois pas 
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clairement élucidé. En effet, alors que certaines études indiquent que les microglies sont 

neurotoxiques (Sastre M et al., 2011), d’autres démontrent qu’elles protègent du 

developpement de la MA (Naert G et al., 2011).  

              

Figure 12 : Illustration d’une gliose réactive (microglie activée) autour de dépôts amyloïdes chez des 

souris transgéniques pour la MA. (A) Marquage Iba-1 pour les microglies et Rouge Congo pour les amyloïdes 

dans les régions du néocortex chez les souris tg âgées de 1 et 8 mois. L’Activation et l’hypertrophie des 

microglies semblent concomitantes à l’apparition des premières plaques et sont étroitement regroupées en 

périphérie des amyloïdes. Barre d’échelle représente 100µm. (B) Un agrandissement révèle que les microglies 

sont bien regroupées autour des plaques amyloïdes chez une souris tg âgée de 8 mois. La barre d’échelle 

représente 20µm. (Radde R et al., 2006). 

Certaines données in vitro indiquent que l’activation microgliale est à l’origine des dommages 

neuronaux (Dhawan G et al., 2011, Neniskyte U et al., 2011, Neher JJ et al., 2011). Lorsque 

les microglies sont mises au contact de neurones en culture (Giulian D et al., 1996), ou de 

cultures organotypiques (London JA et al., 1996), une augmentation significative de mort 

neuronale est détectée dans les conditions où les microglies sont stimulées par le peptide. 

Dans d’autres études, la présence de microglies est nécessaire pour promouvoir une toxicité 

associée à l’amyloïde (Giulian D et al., 1996). Ces études indiquent que le recrutement des 

microglies au niveau des plaques amyloïdes pourrait jouer un rôle délétère dans la MA.  

A contrario, un nombre croissant d’évidences in vivo indique que le recrutement des 

microglies dans la MA pourrait être protecteur en participant à l’élimination par phagocytose 

de l’amyloïde. Chez un des modèles murins pour la MA, par exemple (souris Tg2576), une 

abolition dans le recrutement microgliale conduit au développement précoce de dépôts 

amyloïdes et ce associé à une augmentation de la mortalité de ces souris (Simard AR et al., 

2006).  

Bien que le rôle exact des microglies ne soit pas encore totalement élucidé, l’importance du 

rôle à jouer par ces cellules gliales fait consensus.  
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II.3 La cascade amyloïde 

 

L’hypothèse de la cascade amyloïde a été proposée en 1991 par John Hardy et David Allsop 

(reviewed by Tanzi RE and Bertram L, 2005). Cette hypothèse suggère que le clivage 

anormal de la protéine transmembranaire APP, à l’origine de la production d’Aβ (la voie 

amyloidogénique) serait à l’origine de la MA. Une fois produit le peptide Aβ va, par un 

phénomène de nucléation, adopter plusieurs états conformationnels.  

II.3.1) La voie amyloïdogénique (production de peptide A) 

 

Le peptide amyloïde (A) à l’origine des plaques séniles, est issu du clivage anormal de la 

protéine nommée APP « Protéine Précurseur de la protéine -Amyloïde », largement 

exprimée dans toutes les cellules de l’organisme. L’APP est une protéine transmembranaire, 

codée par un gène localisé sur le chromosome 21 (Kang J et al., 1987), possédant un large 

domaine extracellulaire glycosylé en position N-terminale et un court domaine cytoplasmique 

en C-terminale. La majeure partie du peptide A est portée par la partie extracellulaire de 

l’APP (au niveau de la région centrale) avec un court domaine fixé dans la région 

transmembranaire de l’APP (Figure 13).  Il existe plusieurs isoformes de l’APP qui se 

distinguent par le nombre d’acides aminés qui les composent ; de 695-770. L’isoforme la plus 

abondante dans le cerveau (APP695) est produite principalement par les neurones (Hardy J et 

al., 1997). L’APP est ensuite clivée par des enzymes appelées les sécrétases qui ont pour rôle 

de cliver des protéines qui se trouvent ancrées à la membrane plasmique (ou situées dans le 

réticulum endoplasmique, l’Appareil de Golgi ou des vésicules d’endocytose) (Mattson MP, 

2004).  Dans le cas du clivage de l’APP on en dénombre trois, comme la -secretase, la -

secretase (BACE) et la -secretase. L’APP peut-être clivée de deux manières (Figure 13).                                  

La voie amyloïdogénique, pathologique, qui conduit à la production de l’A, nécessite le 

clivage successif  de l’APP par la secretase (BACE) et par la -secretase. Dans un premier 

temps, le clivage extracellulaire par la -secretase va libérer la partie N-terminale de l’APP 

(sAPP) et générer un fragment de 99 acides aminés (C99) qui représente la partie C-

terminale de l’APP. Il est important de souligner que ce fragment C99 toujours ancré à la 

membrane peut être internalisé et donc clivé secondairement dans la cellule. Dans un second 

temps, la -secretase va cliver le fragment C99 au niveau de la région transmembranaire pour 

libérer le peptide A constitué de 40 ou 42 acides aminés et le domaine intracellulaire de 

l’APP (AICD) qui va transloquer au noyau et induire l’expression de gènes pro apoptotiques 
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(Leissring MA et al., 2002). De plus, il a été identifié un site de clivages pour les caspases sur 

le fragment C99, à l’origine d’un  fragment cytotoxique constitué de 31 acides aminés (C31) 

(Lu DC et al., 2000). 

 

Figure 13 : Le clivage séquentiel de l’APP au cours de la voie non-amyloïdogénique et amyloïdogénique. 

(A) L’APP est une large protéine biologiquement active composée d’un long ectodomaine en position N-

terminal et d’un court domaine en C-terminal. La séquence du peptide Aβ commence à l’intérieur de 

l’ectodomaine et continue jusque dans la région transmembranaire (rouge). (B) La voie non-amyloïdogenique de 

l’APP implique le clivage séquentiel de la α-secretase et de la γ-secretase. (C) La voie amyloïdogenique de 

l’APP nécessite un clivage par la BACE suivi par celui de la γ-secretase. (O’Brien RJ et al., 2011) 

A noter que la  -secretase, qui est impliquée dans le clivage de la région transmembranaire de 

l’APP, est un complexe multi protéiques composé de la presenilin (conférant l’activité 

catalytique de l’enzyme), la nicastrine, l’Aph-1 et Pen-2 (intervenant dans la régulation de 

l’enzyme). (Mattson MP, 2004 ; Takasugi N et al., 2003 ; Francis R et al., 2002 ; Yu G et al., 

2000).  
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De façon alternative le clivage de l’APP peut se faire physiologiquement par la -

secretase qui va cliver dans la séquence de l’A empêchant la production de ce dernier et 

libérant le fragment extracellulaire de l’APP (sAPP) ainsi  qu’un fragment intracellulaire 

C83 (partie C-terminale de l’APP). Dans ce cas de figure, il s’agit de la voie non-

amyloïdogénique, dans laquelle sAPP libéré est connu pour ses fonctions essentielles dans 

les phénomènes de plasticité neuronale (Mattson MP et al., 1997 ; Roch JM et al., 1994).  De 

plus, il a été démontré que la production de sAPP augmente en réponse à l’activité 

électrique suggérant que l’activité neuronale augmente le clivage de l’APP par la  -secretase 

(Mattson MP et al.,  1997).  

II.3.2) Les causes putatives de la MA 

 

On distingue deux formes de la maladie d’Alzheimer ; la forme « sporadique » la plus 

répandue qui concerne  99% des cas et dont l’origine est peu connue, et la forme « familiale » 

ou « héréditaire » qui se définit par une apparition précoce de la maladie. 

II.3.2.a) La forme héréditaire de la MA 

 

Les découvertes ces vingt dernières années des aberrations génétiques qui entrainent ou 

augmentent le risque de développer la MA ont permis d’accroître nos connaissances sur les 

altérations moléculaires et cellulaires responsables de la dégénérescence neuronale et des 

dysfonctions cognitives. La séquence de l’A a été identifiée, le gène codant pour l’APP a été 

cloné et localisé sur le chromosome 21 (Murrell O et al., 1991 ; Goate AM et al., 1991). Les 

mutations des gènes codant pour l’APP et les presenilin 1 et 2 (PSEN1 et PSEN2) situés sur le 

chromosome 14, ont été identifiées comme les principales causes de la forme autosomique 

dominante (ou forme « héréditaire ») de la MA (Larner A.J, 2011). Dans plusieurs cas de 

forme autosomique dominante de la MA où des mutations génétiques ont été identifiées 

(mutations de l’APP, PS1 et PS2), une augmentation de la forme longue de l’A (A42) a été 

rapportée chez les patients, dans les cultures cellulaires et chez les souris transgéniques 

(Scheuner D et al., 1996 ; Haass C et al., 1995).  Les mutations de l’APP résultent en un 

changement de un ou de deux acides aminés à l’intérieur, ou immédiatement adjacents à la 

région A, ce qui favorise le clivage par la BACE et la -secretase alors que les mutations 

concernant PS1 et PS2 altèrent l’activité de la -sécrétase et augmentent le ratio A42/A40 

(Hardy J et al., 1997, Suzuki N et al., 1994). 
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II.3.2.b) les facteurs de risques favorisant la voie amyloïdogenique 

 

Concernant les facteurs de risques pour la forme sporadique, plusieurs gènes de prédisposition 

à la MA ont été identifiés et notamment le gène codant pour l’Apolipoproteine E (APOE), une 

protéine impliquée dans le métabolisme lipidique (Fagan AM et al., 2002). Parmi ces gènes, 

on retrouve les gènes codant pour GSK3 (qui phosphoryle Tau et conduit à la formation des 

dégénérescences neurofibrillaires) (Hernandez F et al., 2009), Tau (qui est hyperphosphorylée 

dans les DNF) ou PICALM pour phosphatidyllinositol (associé aux proteines de clathrin, 

impliquées dans l’endocytose de l’APP et à l’origine de son clivage en intracellulaire) (Harold 

D et al., 2009) pour ne citer qu’eux (Ballard C et al., 2011). Toutefois, la génétique ne suffit 

pas à expliquer le développement des formes sporadiques de la MA. Cette maladie semble se 

développer en concomittance avec d’autres facteurs comme la vieillesse, les maladies 

cardiovasculaires, l’hypertension, le diabète, le stress, ou l’obésité. De plus, des conclusions 

d’études épidémiologiques suggèrent qu’un faible niveau d’éducation, de légers trauma 

cérébraux, une forte consommation de calories ou un style de vie sédentaire augmenteraient 

les risques de développer la MA (Blennow K et al., 2006 ; Mayeux R et al., 2003; Mattson 

MP et al., 2003).  

II.3.3) Les différentes conformations du peptide  

 

Après clivage, le peptide A est libéré dans l’environnement extracellulaire dans lequel il peut 

adopter plusieurs structures conformationelles. On peut alors distinguer : les formes solubles, 

qui se composent entre autres de monomères, dimères et d’oligomères, et les formes 

insolubles regroupant les protofibrilles, les fibrilles et les plaques amyloïdes. C’est la 

séquence centrale composée de huit acides aminés (KLVFDAAE) qui permet sa propre 

agrégation (Chaudhary N et al., 2010).   

II.3.3.a) Les formes solubles du peptide A  

 

Le peptide A est obtenu après le clivage du fragment C99 par la -secretase. En fonction de 

la zone clivée par la -secretase, trois principales formes d’A comprenant 38, 40 ou 42 acides 

aminés sont produites. La forme intermédiaire A40 non toxique est la plus abondante. Dans 

le cas de la MA, il semblerait qu’une surproduction d’A42 ou une augmentation du ratio 

A42/A40 suffirait à causer l’apparition des premières altérations à l’échelle cellulaire 
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(Lesne S et al., 2006). Des études complémentaires démontrent clairement que l’agrégation 

pré-fibrillaire de l’A est essentielle pour la toxicité.  

De récentes études ont montré une corrélation robuste entre le niveau d’A soluble et la 

sévérité de la perte cognitive (Lue LF et al., 1999). La forme soluble renvoie aux formes 

pouvant être resuspendues dans une solution aqueuse et rester en suspension après 

ultracentrifugation. En utilisant un tampon aqueux dépourvu en détergent, Kuo et al.,  a isolé 

une variété de formes non fibrillaires d’A (40-42) composée de petits oligomères, dimères et 

octamères (Kuo YM et al., 1996). Dix ans plus tard les formes monomériques, dimériques et 

trimériques  furent mises en évidence par McLean et ses collègues (McLean CA et al., 1999).  

Plus récemment, les nonamères et les dodécamères d’A découverts par Lesne et al (Lesne S 

et al., 2006) ont été incriminés dans la détérioration de la mémoire spatiale chez la souris 

tg2576 (diminution d’épines dendritiques et  perte de LTP dans le gyrus denté), sans toutefois 

affecter d’autres formes de mémoire. Par conséquent, il est fort probable que la complexité de  

la MA réside dans la diversité des formes solubles responsables des effets observés. 

II.3.3.b) Les formes insolubles du peptide A   

 

De part la taille relativement élevée des espèces insolubles, celles-ci furent décrites les 

premières. Tout d’abord, avec les analyses d’Aloïs Alzheimer qui fut  le premier à rapporter 

la présence de dépôts amyloïdes (1906).   

Parmi les dépôts amyloïdes on distingue les plaques diffuses et les plaques séniles (également 

appelées plaques neuritiques). Tandis que les plaques diffuses se composent exclusivement de 

peptide Aβ, les plaques séniles responsables des lésions extracellulaires se constituent à la 

fois d’un dépôt de peptide Aβ en son centre et de prolongements neuritiques (issus 

principalement des neurones) chargés en protéines Tau en périphérie.  

Beaucoup plus tard dans les années 1980, on comprenait que ces plaques amyloïdes étaient la 

résultante de structures plus modestes (6-10nM de diamètre), curvilignes, appelées fibrilles, 

elles-mêmes composées de structures encore plus petites appelées protofibrilles  (5nm de 

diametre) (PFs) (Walsh DM et al., 1997). D’autre part, une étude utilisant la microscopie à 

force atomique permit de mettre en évidence le caractère instable des PFs pendant le 

processus de nucléation de l’Aβ (Harper JD et al., 1997, Harper JD et al., 1997), pouvant 

générer des formes fibrillaires mais aussi se dissocier en petits oligomères d’Aβ (Harper JD et 

al., 1999 ; Walsh DM et al., 1999). La formation des PFs in vitro est dépendante de sa 
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concentration, du PH et de la force ionique (Harper DM et al., 1999). De façon intéressante, 

Lambert et al., ont rapporté après isolation et identification des PFs, la présence de petites (4-

5nM de diamètre) structures globulaires composées d’une proportion importante d’Aβ42 vs  

Aβ40, qu’il nomma ADDLs (Aβ derived diffisible ligands) (Lambert MP et al., 2009). 

Comme pour le PFs avec les fibrilles, les ADDLs sont détectés juste avant les PFs suggérant 

que l’apparition des ADDLs précéderait celle des PFs.   

Même si les dysfonctionnements neuronaux précoces semblent être imputés aux formes 

solubles, les formes insolubles sont toxiques en culture (Hartley DM et al., 1999).   

II.3.4) Les modèles d’études de la maladie d’Alzheimer  

 

La découverte des mutations évoquées précédemment (II.3.2a), a permis d’élaborer des 

modèles animaux pour la MA. Ainsi il est possible de modéliser, chez le petit mammifère, les 

lésions observées chez les patients atteints de la MA en surexprimant les formes mutées de 

l’APP appelées : Swedish (APPSW, APPK670N and M671L) (Citron M et al., 1992), London 

(APPLON, APPV717I) (Goate, A et al., 1991), India (APPI, APPV717F) (Murrell J et al., 

1991), Dutch (APPE693Q) (Levy E et al., 1990), Iowa (APPD694N) (Davis J et al., 2004) 

(Figure 14). Des souris transgéniques pour la présenilin ont aussi été générées en réponse à la 

découverte des mutations des présenilin-1 (PSEN1) (Duff K et al., 1996) et 2 (PSEN2) chez 

des patients atteints de la MA. Des croisements entre des souris de fonds génétiques différents 

ont ensuite été générés afin d’aboutir à un modèle d’étude récapitulant le plus de traits 

communs aux patients développant la MA.  

 

Figure 14 : Modèles de souris transgéniques présentant les différentes mutations de l’APP.  La mutation 

Swedish (1) favorise le clivage par la -secretase (b), alors que la mutation Flemish (2) diminue partiellement le 

clivage par la -secretase (a). Les mutations, Artic, Dutch et Iowa, lesquelles sont localisées sur le domaine du 

peptide A, conduisent principalement à l’agrégation de ce dernier. Enfin, la mutation London, altère le clivage 

par la -secretase, ce qui s’accompagne par une augmentation du peptide A42 et du ratio A42/A40. 

(Philipson O et al., 2010) 
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D’autre part, il est aussi possible de modéliser in vitro la MA en ayant recours à trois 

approches expérimentales qui utilisent 1/ des peptides synthétiques (Aβ42, Aβ25-35), 2/ des 

cultures cellulaires dans lesquelles l’APP est surexprimée ou 3/ des broyats de cerveau de 

patient Alzheimer. A noter que pour l’approche expérimentale 1/ il est possible d’utiliser 

plusieurs peptides de synthèse. En effet, il est possible de modéliser les formes solubles et 

insolubles à partir d’Aβ42 en jouant sur les paramètres que j’ai mentionnés précédemment 

II.3.3b) comme le PH, la concentration du peptide, la force ionique, la durée d’incubation et 

la température à laquelle est préparée la solution d’Aβ (4 ou 37°C). Un autre peptide est aussi 

fréquemment utilisé pour modéliser la MA : le peptide Aβ25-35. Celui-ci est particulièrement 

insoluble et ne forme pas ou peu de structures oligomériques et précipite dans des milieux de 

culture sous forme d’agrégats visibles en microscopie optique (Millucci L et al., 2010). Il 

s’agit donc d’un modèle de plaque amyloïde. Comme vous le verrez par la suite, j’ai utilisé 

dans mes études, à la fois l’Aβ25-35 et l’Aβ42, ce qui m’a permis de comparer la 

neurotoxicité en fonction de l’état d’oligomérisation du peptide. 

II.3.5) Les différentes localisations sub-cellulaires du peptide Aβ 

 

Dans la situation où nous ne connaissons pas les modalités qui conduisent au dying back dans 

la MA, il est indispensable de mieux comprendre comment et dans quels sous-compartiments 

neuronale le peptide Aβ peut étre produit et libéré (Figure 15). 

Production en extracellulaire (Figure 15) 

Comme je l’ai mentionné précédemment, l‘APP est une glycoprotéine transmembranaire. On 

la retrouve majoritairement à la synapse. Comme toute protéine, elle transite par le réticulum 

endoplasmique (RE) et l’appareil de golgi. Elle est ensuite  intégrée à la membrane 

plasmique, où elle est clivée successivement par la BACE et la -secretase, libérant le peptide 

A hors de la cellule, dans la fente synaptique (Lazarov O et al., 2002).  

Production en intracellulaire (Figure 15) 

Toutefois, l’APP non clivée à la membrane peut aussi être internalisée dans des vésicules 

endosomales. Ces structures de nature acide fournissent les conditions optimales pour la 

BACE dont l’activité est dépendante du pH (Vassar R et al., 2009). De plus des études de 

FRET ont permis de mettre en évidence une interaction entre l’APP et BACE à l’intérieur des 

endosomes. 
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Figure 15 : Les sites de production de l’A. L’Aβ est produit à l’intérieur du RE dans le Golgi et dans le 

système endosome/lysosome. APP est dirigée à la membrane plasmique, où elle est majoritairement clivée par la 

-secretase, libérant l’APP dans l’espace extracellulaire, et le fragment C83 à l’intérieur de la cellule. L’APP 

non clivée peut être internalisée dans des endosomes précoces dans lesquels l’APP sera clivée par la BACE 

générant le fragment C99. Celui-ci  peut ensuite retourner à la membrane, redirigé vers le RE, ou envoyé dans le 

système endosomes/lysosomes. Le fragment C99 pourra alors être clivé par la -secretase produisant ainsi le 

peptide Aβ. D’autre part, l’Aβ extracellulaire peut se lier à la surface de la cellule et être internalisé lui aussi 

dans des endosomes précoces. L’accumulation intracellulaire d’Aβ se fait donc principalement dans le RE, le 

Golgi, le cytosol et dans des lysosomes. (Laferla FM et al., 2007) 

En plus du système endosomal, de fortes évidences suggèrent que l’Aβ est généré intra 

cellulairement par le long de la voie de sécrétion (RE, Appareil de Golgi) (Cook DG et al., 

1997 ; Hartmann t et al., 1997). De façon intéressante, L’extracellulaire peut aussi être 

internalisé dans des endosomes et renforcer le pool intracellulaire d’Aβ (Nagele RG et al.,  

2002). Cette vision simplifiée sur les sites de production cellulaire d’Aβ, nous indique que 

l’Aβ peut à la fois s’accumuler à l’extérieur de la cellule mais aussi à l’intérieur de la cellule. 
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L’APP est transportée de façon antérograde par les kinésines du soma jusqu’à la terminaison 

synaptique (Ferreira A et al., 1993 ; Koo EH et al., 1990), avec une vélocité de plus de 10µM 

par seconde (Goldsbury C et al., 2006 ; Stamer K et al., 2002 ; Kaether C et al., 2000). L’APP  

peut donc s’accumuler en différents points de la cellule augmentant ainsi le nombre de sites 

potentiels de production et de libération d’Aβ  (Kamal A et al., 2001) (Figure 16).  

 

                                                                                                                                                                                                                             

Figure 16 : Modèle de transport antérograde de vésicule d’APP.  L’APP est transportée antérogradement le 

long des microtubules par l’intermédiaire de vésicules accrochées. (Szodorai A et al., 2009) 

Il a d’ailleurs été montré, qu’en réponse à une perturbation dans le transport antérograde,  

l’APP peut s’accumuler à l’intérieur de sphéroïdes ou varicosités au niveau axonal et 

perturber ainsi le transport axonal (Coleman M et al., 2005 ; Kamal A et al., 2001 ; 

Gunawardena S et al., 2001). L’accumulation de l’APP a été rapportée dans des axones 

endommagés à la suite de trauma cérébraux, de maladies demyelinisantes (sclérose en 

plaque), fournissant un bon marqueur du blocage du transport axonal (Ferguson B et al., 
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1997 ; Gentleman SM et al., 1993). Enfin, en plus d’une libération synaptique, des études ont 

montré que l’Aβ pouvait être libéré au niveau de l’axone (Wei W et al., 2009).  

Compte tenu du caractère très polarisé des neurones et du fait que la libération du peptide Aβ 

peut se faire en différents endroits du neurone (soma, axone et synapse), il est légitime de se 

demander quelle serait la conséquence d’une accumulation localisée d’Aβ sur l’ensemble du 

neurone. 

II.4 En quoi l’étude du processus de la DA peut s’avérer essentiel pour une meilleure 

compréhension des maladies Neurodégénératives. 

II.4.1) l’Apoptose neuronale : un évènement tardif 

 

Comme j’ai pu le mentionner dans le paragraphe sur la mort neuronale (II.2.4),  il a été 

clairement établi que les peptides amyloïdogènes sont directement neurotoxiques et qu’ils 

enclenchent une apoptose neuronale.  

De manière surprenante, dans le contexte de maladies chroniques tel que la Maladie 

d’Alzheimer, les études anatomo-pathologiques montrent que les signes clairs d’apoptose 

neuronale somatique ne sont objectivables que tardivement au cours de la maladie et ce alors 

que les individus atteints présentent déjà un certain nombre de troubles cognitifs (Lesne S et 

al., 2008 ; Lesne et al., 2006). Il semble donc que la mort neuronale ne soit pas directement 

associée à l’apparition des premiers symptômes et encore moins aux évènements qui 

surviennent lors de la phase asymptomatique de la maladie.  

II.4.2) Les évènements précoces ; perte synaptique et fragmentation axonale 

 

Un nombre croissant de travaux a permis de mettre en  évidence, chez les patients ainsi que 

dans les modèles animaux pour la MA, que l’apparition des dysfonctions synaptiques et 

axonales précoces survenant avant la mort neuronale, corrèle avec la survenue des symptômes 

cognitifs (Selkoe DJ et al., 2002 ; Callahan LM et al., 1995).  

En accord avec les résultats issus des études anatomo-pathologiques, il semblerait donc que 

des événements précoces de perte synaptique et de dégénérescence axonale précèdent la mort 

du neurone (corps cellulaire). La mort du neurone par apoptose, consécutif à l’accumulation 

de peptide amyloïde, est donc un événement tardif dans le décours de la maladie. Cette 

situation a amené à proposer de la part de MC Raff, un scénario de dégénérescence axonale, 



46 
 

dit du « dying back », au cours duquel des neurones du système nerveux central subissant une 

agression chronique, présentent une dégénérescence progressive et rétrograde des 

terminaisons vers le soma  (Raff, MC, 2004) (figure 17). 

Au vu de ce scenario proposé, il est crucial de comprendre les modalités et les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la DA, encore mal connus. Une meilleure compréhension de ces 

mécanismes permettra de retarder la DA et de surcroît protéger le corps cellulaire. Ainsi il 

sera possible de retarder l’apparition des symptômes cognitifs chez le patient souffrant de la 

MA.     

 

Figure 17 : Dying back pattern. Le modèle du dying back propose que la dégénérescence axonale commence 

au niveau de la portion distale de celui-ci et se propage de façon rétrograde en direction du corps cellulaire. 

(Coleman M, 2005) 

II.4.3) Perte axonale : cause ou conséquence de la destruction somatique 

 

En raison du type très polarisé des neurones, une question majeure se pose concernant les 

maladies neurodégénératives : la dégénérescence axonale est-elle la conséquence d’une 

atteinte spécifique de l’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un dysfonctionnement au 

niveau du soma neuronal (neuropathie) ?  En d’autres termes, quelles sont les modalités qui 

conduisent au dying back ? En répondant à cette question, on pourra ainsi compléter le 

scénario proposé par Raff MC.  
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Dans le cas de la MA, des travaux récents suggèrent que l’accumulation progressive de 

peptide amyloïde (Aβ), qui se fait principalement à la synapse (Kamenetz F et al., 2003) 

pourrait être un élément initiateur de ces événements précoces (Wirths O et al., 2008). La 

diminution de la densité synaptique, pourrait conduire à la perturbation de l'intégration du 

signal entre synapses et dendrites, et évoluer vers des phénomènes de rétractions locales des 

axones ou des dendrites et de DA (Coleman MP, 2005 ; Tsai J et al., 2004 ; Ferri A et al., 

2003). 

Les désordres axonaux et synaptiques pourraient ainsi être le reflet d’un dysfonctionnement  

somatique du neurone soumis à un stress (neuropathie), les terminaisons axonales étant les 

premières à dégénérer. Dans cette situation, cela supposerait l’existence de propagation de 

signaux destructeurs antérogrades (en direction de l’axone) (Figure 18). A l’inverse, les 

perturbations distales, initiales (axonopathie), pourraient être responsables d’une fragilisation 

du neurone et de l’enclenchement de la phase d’exécution de l’apoptose (Melli G et al., 2006). 

Ceci suggérerait alors l’existence d’une propagation rétrograde (en direction du corps 

cellulaire) de signaux destructeurs aboutissant à l’apoptose du corps cellulaire. 

 

Figure 18 : Conséquence d’une accumulation locale de peptide amyloïde à la synapse sur les éléments pré 

et post-synaptiques. Le peptide libéré à la synapse peut théoriquement endommager les neurones situés en 

amont et en aval du peptide. Dans le cas où le peptide endommagerait l’élément pré-synaptique, cela pourrait 

conduire à l’activation et à la propagation d’un signal toxique à l’origine de la DA qui pourrait se propager de 

façon antérograde pour in fine induire la mort du neurone. Dans le cas inverse, le peptide pourrait activer un 

signal délétère, au niveau somatique, qui pourrait se propager de façon rétrograde et provoquer une DA. 

(Magnifico S) 

II.4.4) Perte axonale : les acteurs moléculaires 

 

Si les mécanismes « tardifs » d’exécution de l’apoptose neuronale sont bien compris, les 

mécanismes « précoces » impliqués dans les phénomènes locaux de DA restent encore 
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inconnus (Kantor DB et al., 2003). Pour cause, la majorité des études se sont focalisées sur les 

mécanismes responsables de la mort neuronale. D’autre part, dans les modèles classiques, les 

agents stressants (le peptide amyloïde, ou tout autre agent d’intérêt) sont introduits 

directement dans le milieu de culture des cellules et entrent en contact avec l’ensemble de la 

population cellulaire. Si ces méthodologies ont permis de décrire les voies de transduction 

associées à la mort neuronale, elles ne permettent pas d’étudier les mécanismes mis en jeu 

lorsqu’un stress prend part sur une portion limitée du neurone. On ne connait donc pas dans le 

contexte de la MA,  les mécanismes moléculaires impliqués dans la DA. Pour tenter de les 

approcher, je vais donc faire un petit détour par les études ménées dans le contexte de la 

Dégénéréscence Wallérienne et du pruning développemental.  

III/ Les acteurs moléculaires susceptibles d’être impliqués au cours de la 

dégénérescence axonale.  

A/  La Dégénérescence Wallérienne 
  

Jusqu’à la fin des années 2000, la plupart des travaux visant à appréhender les mécanismes 

impliqués dans la DA ont été réalisés dans le contexte de la Dégénérescence Wallerienne 

(DW) ou l’axotomie d’un nerf périphérique conduit à la dégénérescence rapide de la portion 

distale de l’axone. La survie du corps cellulaire dépend de son stade développemental (les 

neurones immatures dégénérants) et de la distance séparant le corps cellulaire de la zone lésée 

(plus l’axotomie est réalisée à proximité du corps cellulaire, plus celui-ci aura tendance à 

dégénérer).  

III.1 Acteurs moléculaires mis en jeu durant la DW 

III.1.1) les calpaïnes 

 

La séquence d’événements dans un contexte de DW est initiée par la désintégration des 

neurofilaments et des microtubules, des composants majeurs dans le cytosquelette (Donat JR 

et al., 1973). On a longtemps pensé que la dégénérescence de la portion distale de l’axone, 

après axotomie, était un phénomène passif s’apparentant à de la nécrose. En effet, tout comme 

ce processus destructif, la DA est la conséquence d’une déplétion en ATP et d’un important 

flux de calcium (extracellulaire ou intracellulaire) à l’intérieur du cytoplasme. Partant de là, il 

a  été montré que la désintégration des neurofilaments était un mécanisme dépendant du 
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calcium (Schlaepfer WW et al., 1979). De plus la même équipe a mis en évidence que les 

neurofilaments n’étaient pas directement altérés par le calcium mais plus spécifiquement par 

des protéases calcium dépendantes (Schlaepfer W W et al., 1979), les calpaïnes. Ces enzymes 

calcium dépendantes ont de nombreux substrats parmi lesquels on retrouve les protéines du 

cytosquelette, des kinases, des phosphatases et des récepteurs membranaires. Dans le contexte 

de DW, il a ainsi pu être mis en évidence que ces protéases étaient activées dans la portion 

distale de l’axone avant même la dégradation des neurofilaments. De plus, l’inhibition des 

calpaines retarde la DA dans un contexte de DW, ce qui suggère que ces protéases calcium 

dépendantes contribuent à la DA (Coleman M et al., 2005).   

III.1.2) la protéine Wld(s) 

 

La découverte du phénotype d’un mutant spontané Wld(s) (pour Wallerian Degeneration 

slow), chez qui les portions distales des axones sectionnés demeurent morphologiquement 

(Figure 19) et fonctionnellement intactes trois semaines après lésion, a permis de montrer que 

la DA est un phénomène actif qui n’est pas uniquement explicable par une simple absence de 

support trophique (Gillingwater TH et al., 2003 ; Mack TG et al., 2001 ; Lapper SR et al., 

1994 ; Lyon MF et al., 1993).      

 

Figure 19 : La protéine Wld(s) protége de la DA après axotomie. Cinq jours après lésion tous les axones sont 

fragmentés dans la condition contrôle (wt 5 days post lesion) tandis que les axones surexprimant Wld(s) ne sont 

pas fragmentés même après douze jours post lésion (Wld(s) 12 days post lesion) (Coleman MP et al., 2001). 

L’un des pionniers à travailler sur Wld(s) fut E.R Luun. Ce chercheur Américain constata 

chez la souris C57BL/Ola, que la dégénérescence de la portion distale du nerf sciatique après 

transsection était anormalement lente (Luun ER et al., 1989). Chez cet animal au phénotype 

surprenant, la portion périphérique du nerf sectionnée demeurait fonctionnellement intacte 

(capacité à transduire une activité électrique) jusqu’à trois semaines post transsection, tandis 
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que dans la condition contrôle, l’activité électrique était perdue en à peine deux jours (Perry 

VH et al., 1992 ; Luun ER et al., 1989). En réalisant des croisements entre cette souris 

C57BL/Ola et d’autres au fond génétique différent, Perry et al., constatèrent que ce phénotype 

était transmis à la génération suivante sur le mode autosomique dominant  (Perry VH et al., 

1990). De plus, cette même équipe localisa le gène impliqué dans le retard de DW sur le 

chromosome 4 (Lyon M.F et al., 1993). Se basant sur le phénotype de la souris présentant 

cette mutation spontanée, le locus du gène fut appelé et symbolisé, Wld pour Wallerian 

degeneration et l’allèle par, Wld(s) pour Wallerian degeneration slow (Lyon MF et al., 1993).  

Cinq ans après, on  identifia une triplication en tandem d’une région de 85 kb à l’intérieur de 

la région candidate pour Wld(s), sur le chromosome 4 (Coleman MP et al., 1998) (Figure 19). 

Le sous-clonage et le séquençage de cette région, ont permis la découverte d’un gène 

chimérique composé du gène Ube4b (ou Ufd2a) qui code pour 70 acides aminés situés en 

position n-terminale de la protéine Wld(s) (N70) et de la séquence complète du gène 

D4Cole1e  codant pour les 302 acides aminés situés en position c-terminale.  (Conforti L et 

al., 2000). Le gène Ube4b code pour protéine impliquée dans le protéasome. Le protéasome  

est un complexe enzymatique multi-protéique qui a pour rôle de dégrader de manière ciblée 

des protéines dénaturées ou mal repliées. Les protéines sont ainsi découpées en petits peptides 

qui sont ensuite hydrolysés hors du protéasome et recyclés. Les protéines qui sont amenées à 

être dégradées sont marquées par une protéine appelée ubiquitine. Ces opérations sont 

réalisées à l’aide de trois enzymes appelées E1, E2, E3. Le gène Ube4b code pour une  « E2 

like » appelée E4, une ubiquitine ligase, qui a pour rôle d’ajouter une ubiquitine à la protéine 

cible qui doit être dégradée.  

Le gène D4Cole 1e code pour  une enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse du NAD+, 

appartenant à la famille des NMNAT. Les NMNAT qui sont des Nicotinamide 

mononucleotide adenyltransferase sont des enzymes clefs dans la biosynthèse du NAD+ en 

catalysant la condensation du nicotinamide mono nucléotide (NMN) en nicotinamide adénine 

di nucléotide (NAD).  

Pour résumer, le gène Wld  impliqué dans le phénotype Wld(s) code une protéine chimère qui 

porte à la fois un domaine NMNAT, impliqué dans le métabolisme du NAD+, et un domaine 

Ebe4b impliqué dans la voie du protéasome (Figure 20) (Conforti L et al., 2007 ; MacInnis 

BL et al., 2005).  
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Figure 20 : La séquence de la protéine Wld(s). La région de 85kDa située sur le chromosome 4 est répliquée 

trois fois. Cette protéine Wld(s) est issue d’une fusion entre la région  Ube4b et la région Nmnat. (Conforti L et 

al., 2007)  

Bien que le mécanisme d’action de cette protéine soit encore énigmatique, il semble que les 

deux activités agissent de concert pour protéger l’axone via une action nucléaire (Mack T.G et 

al., 2001). Ainsi, chez les souris exprimant le gène chimérique Ube4b/Nmnat, les axones 

moteurs et sensoriels sont protégés (Mack T.G et al., 2001). La conduction nerveuse, la 

transmission synaptique, le recyclage des vésicules synaptiques, en plus de la morphologie 

des axones et des synapses, sont préservés. De façon un peu surprenante, cette protéine 

chimérique qui confère une axono-protection après axotomie se trouve principalement 

localisée dans le noyau des neurones (Figure 21) suggérant qu’il existe un intermédiaire entre 

la protéine Wld(s) et l’axone (Mack TG et al., 2001).  

 

Figure 21 : La localisation intracellulaire de la protéine chimérique Wld(s).  (a) Tandis que la protéine 

Wld(s) est détectée dans les noyaux de neurones, (b)  cette protéine est absente dans les tissus contrôl de souris 
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C57BL. Le marquage rouge représente l’anticorps (N70) dirigé contre la portion n-terminal de la protéine 

Wld(s), lequel détecte Wld et Ube4. Le marquage vert représente l’anticorps anti MAP2 délimitant le contour des 

neurones. (c) Les astrocytes (GFAP en vert) représentés par une flèche ne présentent par de marquage pour la 

protéine Wld(s) (rouge). Coloration de Hoechst en bleu. (d-f) Imagerie en confocale de préparations de muscle 

sternum triangulaire immunomarquées  a bungarotoxin (rouge). (d) la lignée 

murine transgénique pour la protéine Wld(s) 4836 homozygote, (e) les souris Wld(s) et (f) enfin les souris 

contrôles C57BL. (g-i)   Neurones moteurs de la moelle épinière, au niveau thoracique, issus des souris Wld(s) 

(g), de la lignée 4836 (h), présentant un marquage nucléaire pour la protéine Wld(s) (red), en comparaison avec 

les souris C57BL qui ne présentent aucun marquage pour cette même protéine (i). Barres d’échelle représentent 

5µm (a,b) 10µm (c) et 50µm (d-i). (Mack TG et al., 2001) 

D’autre part, Wld(s) se compose de l’isoforme nucléaire des Nmnat notée Nmnat 1 (Magni G 

et al., 2004), confirmant une action nucléaire de Wld(s).  

III.1.3) Wld(s) confère une forte axono protection dans des modèles « DW like » 

 

Il est possible de modéliser la DW autrement qu’en réalisant une axotomie. Dans ce cas, on 

assimile ces modèles à de la « DW like », c’est à dire que la dégénérescence de la portion 

distale de l’axone n’est pas la conséquence d’une axotomie. Dans le contexte de la « DW 

like », la portion axonale est encore physiquement liée au corps cellulaire. Pour modéliser 

cette « DW like », de nombreux modèles visent à bloquer le transport antérograde et/ou 

rétrograde entre la portion distale de l’axone et le corps cellulaire en déstabilisant la cyto- 

architecture tubuline. Pour cela, des approches toxicologiques (utilisation de drogues issues 

de la cancérologie comme le taxol ou la colchicine), génétiques (comme le modèle de souris 

pmn (progressive motor neuropathy) qui présentent une mutation de la chaperonne  spécifique 

à la tubuline (TBCE)) et physique (en comprimant un nerf (nerve crusch)) sont utilisées. Dans 

ces modèles où le transport est sévèrement bloqué, la protéine Wld(s)  retarde 

significativement la DA (Martin N et al., 2002).  

Ce gène Wld codant pour la protéine Wld(s) représente donc un outil inestimable pour 

approcher les mécanismes moléculaires impliqués dans la DA, d’autant que le ADNc murin 

de Wld(s) retarde la DA chez le rat, la mouche, ainsi que dans des modèles de culture 

cellulaire (MacDonald JM et al., 2006 ; Adalbert R et al., 2005 ; Araki T et al., 2004 ; Wang 

MS et al., 2001).  

III.1.4) L’action protectrice de Wld(s) est–elle exclusive à l’axone ?  
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Il a été admis que la protéine Wld(s) permet de ralentir la DA. Nous pouvons nous demander 

si la protéine Wld(s) pourrait ou non retarder la destruction du corps cellulaire. La transsection 

d’un axone mène tout naturellement à la perte de l’axone. Dans certaines situations que j’ai 

mentionnées ci-dessus (neurones immatures, ou distance du corps cellulaire par rapport à la 

zone de lésion faible) cela s’accompagne aussi de la perte de corps cellulaires. C’est le cas, 

par exemple, lorsque le transport axonal rétrograde est bloqué (Perlson E et al., 2010). Dans 

toutes les études visant à déterminer la survie ou non du soma dans un contexte de DW 

(transsection) ou de « DW like » (compréssion d’un nerf), la proteine Wld(s) retarde de la DA 

sans prolonger la survie des corps cellulaires (Beirowski B et al., 2008 ; Wang AL et al., 2006 

; Adalbert R et al., 2006) (Figure 22)                                         

 

                                                                                                                      

Figure 22 : Wld(s) ne protège pas la destruction des corps cellulaires de RGCs après transsection du Nerf 

Optique (NO). Graphique indiquant la survie des corps cellulaires des RGCs assortie d’une représentation en 

imagerie confocale des aires centrale et périphérique de la rétine après lésion du NO dans les conditions contrôle 

et Wld(s).  Le double immunomarquage est réalisé avec les Anticorps Tuj1 et NeuN, tous deux spécifiques des 

neurones. (Beirowski B et al., 2008)  

Ces résultats suggèrent que le mécanisme moléculaire impliqué dans la DA diffère de celui 

impliqué dans la mort du neurone (Yan T et al., 2010).  Si tel est réellement le cas, une 

inhibition du programme apoptotique, qui survient dans la mort du corps cellulaire, ne 

retarderait en rien la DA.  

III.1.4.a) La DA est un mécanisme caspase indépendant  

 

De nombreuse études ont consisté à inhiber pharmacologiquement les caspases (acteurs 
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essentiels dans l’exécution du programme apoptotique) ou à interférer génétiquement avec les 

effecteurs pro-apoptotiques de type Bcl-2 (Ikegami K et al., 2003 ; Finn JT et al., 2000 ; 

Kermer P et al., 1999 ; Mattson MP et al., 1998). Ainsi, la surexpression de protéines anti-

apoptotiques de type Bcl-2 ou la délétion de protéines pro-apoptotiques de type Bax-Bak 

prévient de la mort cellulaire sans pour autant protéger de la DA (Whitmore AV et al., 2003 ; 

Sagot Y et al., 1995) (Figure 23). Ces résultats ont été confirmés par l’étude de Finn JT et al., 

dans laquelle l’inhibition pharmacologique des caspases par le z-VAD  (un pan casapse 

inhibiteur)  ne protège ni de la DW induite après transsection, ni de la DA induite par une 

déprivation locale de NGF (Finn JT et al., 2000). Ceci renforçant l’hypothèse que les caspases 

ne sont pas impliquées dans la DA. 

 

Figure 23 : Les protéines pro apoptotiques bak et bax ne sont pas impliquées dans la DW. (a) Pour chaque 

photo, une section longitudinale du nerf optique (panel du haut) ainsi qu’une section de la couche des RGC 

(panel du bas) sont représentées. Tandis que dans la condition Bak
-/-

Bax
-/-

 aucune cellule apoptotique n’est 

observée par rapport à la condition contrôle ou Wld(s), cette condition ne protège pas de la DA à l’inverse de 

Wld(s). (b) Même conclusion pour les explants de nerfs sciatiques. Les noyaux des cellules de la rétine sont 

marqués avec du iodure de propidium (en rouge), les noyaux apoptotiques (en vert) sont marqués par la 

technique du TUNEL et les neurofilaments issus des axones du nerf optique sont marqués en vert. La barre 

d’échelle représente 10µm (Raff MC et al., 2002)  

Ces observations ont conduit MC Raff  à proposer l’existence de deux programmes de 

destructions distincts : le premier spécifique du soma serait de type apoptotique 

conventionnel, caspase dépendant, et le deuxième spécifique de l’axone, serait caspase 

indépendant (Raff MC et al., 2002).  
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L’axone semblerait donc posséder un mécanisme destructif diffèrent de celui de l’apoptose. Si 

tel est le cas : de quel mécanisme s’agit-il ? Pour y répondre allons voir d’un peu plus près le 

mode d’action de la protéine Wld(s). 

III.1.5) Le mode d’action de la protéine Wld(s)  

 

Comme je l’ai mentionné ci-dessus la protéine Wld(s) est issue de la fusion d’une séquence 

codante pour une protéine impliquée dans le complexe du protéasome (Ube4b) avec une 

séquence codante pour une protéine impliquée dans le métabolisme du NAD+ (Nmnat).   

 III.1.5.a) Quels sont les domaines de la protéine Wld(s) nécessaires pour 

protéger de la DA ? 

Théoriquement, la protéine Wld(s) pourrait conférer une protection axonale au travers de son 

domaine Ube4b (j’en parlerai un peu plus tard dans la partie III.1.5.d), Nmnat 1 ou de la 

combinaison de ces domaines.  Des études in vivo et in vitro, soutiennent que la seule fonction 

Nmnat1 pourrait protéger de la DA, bien que la protection induite par celle-ci soit inférieure à 

celle conférée par Wld(s) (Babetto E et al., 2010 ; Sasaki Y et al., 2010 ; Wang J et al., 2009 ; 

Wang J et al 2005 ; Araki T et al., 2004). D’autre part, une simple stimulation au NAD+ suffit 

à mimer l’effet axono-protecteur de la proteine WLd(s) (Press C et al., 2010 ; Sasaki Y et al., 

2006). 

 L’activité enzymatique de Nmnat1 est essentielle à l’action protectrice de Wld(s) 

En réalisant un alignement de séquence entre une Nmnat humaine et Wld(s), Mack et al.,   

constatent qu’une partie des nucléotides (282-1140) qui composent la séquence de Wld(s), est 

parfaitement superposable avec la séquence nucléotidique de la Nmnat humaine (Mack TG et 

al., 2001).  Cette même équipe observe qu’en surexprimant cette protéine dans des bactéries, 

l’activité Nmnat de cette protéine Wld(s)  est équivalente au lysat bactérien contenant une 

construction humaine recombinante pour une Nmnat. Après avoir démontré que l’activité 

Nmnat issue d’homogénat de cerveau de souris exprimant Wld(s) est cinq fois supérieure aux 

souris C57BL, elle propose que la protéine Wld(s) confère une axono protection via une 

augmentation de l’activité Nmnat (Mack TG et al., 2001). S’appuyant sur ces résultats, de 

nombreuses études menées in vivo et in vitro ont confirmé le rôle important de l’activité 

enzymatique de Nmnat1 dans l’effet axono protecteur de Wld(s) (Sasaki Y et al., 2009 ; 

Avery MA et al., 2009 ; Conforti L et al., 2009 ; Jia H et al., 2007 ; Araki T et al., 2004). 
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C’est ainsi qu’ Araki et al., et Sasaki et al., ont montré in vitro, qu’une augmentation de 

l’activité de Nmnat 1 ou une administration exogène de NAD+ sont suffisantes pour fournir 

une forte protection axonale in vitro après axotomie ou traitement à la colchicine (un anti 

tumoral couramment utilisé pour induire une DA). (Suzuki K et al., 2007, Suzuki K et al., 

2007 ; Araki T et al., 2004). Il est par conséquent, raisonnable de penser que l’action axono 

protectrice de la proteine Wld(s) puisse être médiée potentiellement par une augmentation de 

la synthèse de NAD+ issue de l’activité de Nmnat1 (Figure 24). 

 

Figure 24 : Un pré-traitement au NAD+ est suffisant pour protéger l’axone dans un contexte de DW. (a) 

La DW est réalisée in vitro à partir d’explants de DRG, en présence de différentes concentrations de NAD+, 

additionnées 24h avant transsection. La fragmentation axonale est déterminée 12h, 24h, 48h, ou 72h après 

transsection. (b) Les explants de DRG sont pré-incubés avec 1mM de NAD+ pendant 4, 8, 12 ,24 et 48 h avant 

transsection. Dans chaque expérience, le nombre de neurites non fragmentés (pourcentage de neurites non 

fragmentés relative par transsection) est présenté pour chaque condition. (Araki T et al., 2004). 

Toutefois, lorsque Nmnat1 est conduite en aval du promoteur b-actin utilisé pour identifier 

Wld(s) (Mack TG et al., 2001) et du promoteur prp (Yahata N et al., 2009), la surexpréssion 

de Nmnat1 dans des modèles murins ne suffit pas à protéger de la DA (Conforti L et al., 

2007).  

Bien que Nmnat1 ne soit pas suffisante pour induire une protection robuste de la DA chez la 

souris, son activité représente clairement une part essentielle de l’action protectrice de Wld(s). 

Trois groupes ont récemment généré des modèles animaux exprimant des variants pour la 

protéine Wld(s), variants chez lesquels l’activité enzymatique de Nmnat1 est abolie (Conforti 

L et al., 2009 ; Yahata N et al., 2009 ; Araki T et al., 2004). Dans chaque cas, l’effet axono- 

protecteur de Wld(s) est sévèrement réduit (Avery MA et al., 2009) ou aboli (Conforti L et al., 

2009 ; Yahata N et al., 2009). Ces résultats suggèrent donc que l’activité enzymatique de 
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Nmnat1 est impliquée dans la protection axonale dépendante de Wld(s) (Sasaki Y et al., 

2009).   

Néanmoins tout n’est pas élucidé puisque certaines études, menées chez la drosophile, 

proposent un second rôle possible de Nmnat1 (indépendamment  de son activité de 

biosynthèse de NAD+) comme celui de protéine chaperonne (Zhai RG et al., 2008, Zhai RG 

et al., 2006). Dans ce cas de figure, son rôle se cantonnerait à stabiliser  les protéines axonales 

(Coleman MP et al., 2010). Toutefois, son rôle en tant que protéine chaperonne semble limité. 

La mutation du site de liaison de Nmnat1 pour ses substrats comme le NMN+ (Conforti L et 

al., 2009 ; Yahata N et al., 2009) ne devrait pas modifier la fonction chaperonne de la 

protéine. Or il s’avère que celle-ci bloque la capacité de Wld(s) à protéger de la DA. L’activité 

de Nmnat1 présente chez Wld(s) ne peut donc être réduite à un simple rôle de protéine 

chaperonne.  

 L’activité de Wld(s) est dépendante de sa localisation nucléaire 

La protection axonale relative de Nmnat1 chez l’insecte ou la souris, suggère qu’une autre 

portion de la séquence de Wld(s) affectant sa localisation ou son activité, est essentielle pour 

conférer un niveau de protection équivalente à Wld(s). Un  site d’interaction protéinique situé 

sur les 16 premiers acides aminés (N16) de la  protéine Wld(s), dérivant d’Ube4b, a été 

identifié. La partie N-terminale de la protéine Wld(s) interagit avec une protéine contenant des 

valosines (VCP), un élément clef du proteasome (Laser H et al., 2006), et est impliquée dans 

la distribution intracellulaire de la protéine Wld(s) (Wilbrey AL et al., 2008). La délétion du 

fragment N16 qui perturbe la localisation intracellulaire de la protéine Wld(s) (Wilbrey AL et 

al., 2008), supprime complètement la protection axonale dans les modèles murins 

surexprimant Wld(s) (Conforti L et al., 2009) et affaiblit grandement la protection axonale 

induitde par l’expression de Nmant1 seule dans le modèle Drosophila (Avery MA et al., 

2009). Cela  suggère que la protection de la protéine Wld(s) est dépendante de sa localisation 

sub-cellulaire. De plus, la fusion du fragment N16 avec Nmnat1 mène à un niveau de 

protection équivalent à celui conféré par Wld(s) (Avery MA et al., 2009).  Pris dans leur 

ensemble, ces résultats suggèrent  que la protection axonale médiée par Wld(s) est dépendante 

de sa localisation nucléaire.  
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Figure 25 : Schéma récapitulatif de la protection axonale médiée par la protéine Wld(s) et les sous-

domaines de Wld(s). La plupart des études in vivo, ont été menées chez la souris et la drosophile.  Les 

constructions  représentent les séquences dérivées de Wld(s) dans lesquelles des domaines spécifiques de Wld(s) 

ont été mutés ou suppimés. Les protections relativement fortes sont représentées par des (+), tandis que 

l’absence de protection est indiquée par un (-) et que l’absence de donnée in vivo est signalée par (n.d). 

(Coleman MP et al., 2010) 

III.1.5.b) Nmnat et sirtuines 

 

L’augmentation de l’activité enzymatique de Nmnat qui protège de la DA, n’est pas associée 

à une augmentation significative de NAD+. Le NAD+ produit est donc probablement 

catabolisé rapidement (Sasaki Y et al., 2009 ; Pollack J et al., 2007). C’est la raison pour 

laquelle, il est devenu primordial d’identifier les protéines qui agissent de concert avec les 

Nmnats, en utilisant le NAD+ produit par ces dernières. Parmi les cibles choisies, les 

chercheurs se sont intéressés à la famille de Sir2, des protéines déacétylase découvertes chez 

Caenorhabditis Elegans, et connues pour être impliquées dans un grand nombre d’activités 

enzymatiques nécessitant du NAD+. Sir2 très largement étudiée dans les processus de 

longévité chez Caenorhabditis Elegans, est une histone déacétylase NAD+ dépendante, 

résidant dans le noyau. (Tissenbaum HA et al., 2001). Afin de tester l’éventuelle implication 

de Sir2 dans la DA, un inhibiteur pharmacologique de Sir2 ; le sirtinol, ainsi qu’un activateur 

de Sir2, le resveratrol ont été utilisés. Les résultats indiquent une diminution partielle de 

l’effet axono protecteur d’un prétraitement au NAD+ suite à un traitement au sirtinol. De 

plus, un traitement au resveratrol confère une protection équivalente à celle du NAD+, 

suggérant une possible implication de Sir2 dans la protection axonale dépendante du NAD+ 

(Araki T et al., 2004). Chez l’humain, le lapin ou la souris, il existe 7 orthologues de Sir2,  

appelés sirtuines et numérotées de 1 à 7 (Buck SW et al., 2004). Ces déacétylases NAD+ 

dépendantes, diffèrent les unes des autres par leur localisation sub-cellulaire. La sirtuine 1 

(SIRT1), nucléaire,  joue un rôle dans le remodelage de la chromatine en régulant des facteurs 
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de transcriptions tels que p53 (Luo J et al., 2001), alors que d’autres sirtuines sont localisées 

dans le cytoplasme et la mitochondrie (Carafa V et al., 2012). Afin de démontrer laquelle de 

ces sirtuines est impliquée dans la protection axonale dépendante du NAD+, des constructions 

de siRNA ont été réalisées pour chacune des sirtuines. Comme indiqué sur la Figure 26, 

l’inhibition de l’expression de la plupart des sirtuines ne modifie pas la protection axonale 

dépendante du NAD+, excepté pour le knockdown pour SIRT1 (en bleu) (Araki T et al., 

2004). Pris dans son ensemble, ces résultats indiquent que le mécanisme protecteur de la 

proteine Wld(s) est dû à l’activité conjointe des protéines nucléaires Nmnat1 et SIRT1.    

 

Figure 26 : La protection axonale dépendante du NAD+ est médiée par l’activation de SIRT1. Les explants 

de DRG sont infectés par des lentivirus exprimant les siRNA spécifiques de chacun des membres de la famille 

des sirtuines (SIRT1-7) et pré-incubés avec 1mM de NAD+. Les analyses quantitatives indiquent que seul le KO 

pour SIRT1 a un effet sur la DA.  (Araki T et al., 2004). 

Cependant dans l’étude menée par Wang J et al., la SIRT1 ne semble pas être nécessaire pour 

la protection axonale induite par le NAD+ (Wang J et al., 2005). En effet, bien qu’il ait été 

montré par Araki et al., que le knockdown pour la SIRT1 par RNAi abolit l’effet axono- 

protecteur conféré par Nmnat1 (Araki T et al., 2004), une autre étude publiée un an plus tard 

révèle que Wld(s) et Nmnat1 conservent leur effet axono protecteur dans des neurones SIRT1 

-/-
 (Wang J et al., 2005). D’autre part, il démontre dans cette même étude qu’un apport 

exogène de NAD+ récapitule l’effet axono-protecteur de la surexpression de Wld(s) ou de 

Nmnat1, en retardant la diminution du taux d’ATP  présent au niveau de l’axone et la DA 

(Wang J et al., 2005). Ces résultats suggèrent que la protection axonale médiée par le NAD+ 
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puisse être la conséquence d’une régulation locale de la bioénergétique dans l’axone. Ce 

résultat vient  confirmer la potentielle activité extra-nucléaire de Wld(s).  

III.1.5.c) La protection axonale conférée par Wld(s) est-elle dépendante de sa 

localisation sub-cellulaire ?  

Une seconde question tout aussi importante sur le fonctionnement de la protéine Wld(s) 

concerne son site d’action. Wld(s) est elle fonctionnelle ailleurs que dans le noyau ? 

Pour clarifier ce point, des expériences ont restreint la localisation de Wld(s) au cytoplasme. 

Pour ce faire la séquence de localisation nucléaire (NLS) a été supprimée. Si l’action 

protectrice de Wld(s) est dépendante de sa localisation sub-cellulaire, la délétion du NLS 

devrait abolir cet effet axono protecteur. De manière surprenante, la suppression du NLS de la 

protéine Wld(s), n’abroge pas la fonction de Wld(s). Au contraire, les performances de cette 

dernière semblent accrues puisque la protection axonale perdure davantage dans le temps 

(Beirowski B et al., 2009). De plus, bien que l’expression de Nmnat1, ne ralentisse pas la DW 

dans le modèle murin, l’expression d’une Nmnat1 mutante limitant sa localisation au 

cytoplasme, induit une forte protection axonale (Sasaki Y et al., 2010). Par conséquent, il 

semble que la vision de départ qui limitait la fonction de la protéine Wld(s) au noyau ne soit 

plus appropriée.  Deux études ont d’ailleurs révélé un niveau faible mais détectable de la 

protéine Wld(s) à l’intérieur de nerf périphérique (Beirowski et al., 2009 ; Yahata N et al., 

2009), en concordance avec les études indiquant les potentiels sites d’action extra-nucléaires 

de Wld(s). Au vu de ces données, Wld(s) posséderait une activité extra-nucléaire qui reste à 

identifier. 

 En route vers la mitochondrie 

Des études ont montré que la surexpression de la forme mitochondriale des Nmnat, appelée 

Nmnat3, protège tout aussi bien de la DA après axotomie, que la surexpression de la forme 

nucléaire ou cytoplasmique de Nmnat1 (Yahata N et al., 2009 ; Sasaki Y et al., 2006). D’autre 

part, la surexpression de Nmnat3 est suffisante pour retarder la DA induite par la roténone ou 

la vincristine (Press c et al., 2008 : Yahata N et al., 2009), confirmant qu’il est possible de 

protéger l’axone via une action extra-nucléaire. Ces résultats corroborent ceux apportés par 

l’équipe d’Araki T, qui démontrent que l’effet axono protecteur associé à la surexpression de 

Nmnat3 tout comme de Wld(s), s’accompagne d’une augmentation de la production d’ATP 

suggérant une modification dans la fonction mitochondriale (Yahata N et al., 2009). Ils sont à 
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rapprocher des résultats de Beirowski qui montrent, pour la première fois, in vivo, une 

nouvelle localisation sub-cellulaire de la protéine Wld(s) native dans les mitochondries 

(Beirowski B et al., 2009). Le projecteur jusqu’alors dirigé vers le noyau semble doucement 

mais surement se déplacer vers la mitochondrie.   

Si cela se vérifie, il serait intéressant de savoir si SIRT3, résidante dans la mitochondrie, peut 

agir de concert avec la protéine Wld(s), ou du moins avec l’activité Nmnat conférée par celle-

ci, pour protéger de la DA en augmentant la production d’ATP mitochondriale. Cette question 

reste pour l’instant sans réponse.                                                                                                                                              

  

 

 

Fig 27 : Schéma récapitulatif de la protection axonale médiée à partir de constructions issues de la 

protéine Wld(s) et les Nmnat. La plupart des études, in vivo, ont été menées chez la souris et la drosophile. Les 

constructions en haut de l’image représentent les constructions de la protéine Wld(s) où des domaines 

spécifiques ont été délétés ou mutés. Les constructions en bas de l’image représentent les autres molécules 

appartenant à la famille des Nmnat ; Nmnat2 et Nmnat3. Les effets axono-protecteurs de ces constructions sont 

rapportés à droite de l’image en fonction du modèle d’étude. Les protections relativement fortes sont 

représentées par des (+), tandis que l’absence de protection est indiquée par des (-) et que l’absence de donnée in 

vivo est signalée par (n.d). (Coleman MP et al., 2010) 

III.1.5.d) l’Ubiquitine Proteasome System (UPS) 
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Même si la majeure partie des études s’est focalisée sur les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la protection axonale, associés à l’activité Nmnat de la protéine Wld(s), il ne 

faut pas oublier que celle-ci est aussi composée de la partie Ube4b qui code pour une protéine 

impliquée dans le métabolisme du protéasome. 

Pour permettre aux protéines d’être dégradées par le protéasome, il faut qu’elles puissent être 

reconnues par celui-ci. Pour cela, les protéines à éliminer sont marquées par une protéine 

appelée ubiquitine. Cette opération est réalisée par l’action coordonnée de trois enzymes 

appelées E1, E2 et E3. L’enzyme d’activation de l’ubiquitine (E1), active dans un premier 

temps l’ubiquitine et, dans un second temps, active le transfert sur l’enzyme de conjugaison 

(E2). Cette enzyme est la seule capable d’attacher l’ubiquitine à la protéine cible avec l’aide 

de l’ubiquitine ligase (E3) qui joue un rôle de reconnaissance entre l’ubiquitine et les 

différentes protéines cibles. Il faudra une chaine d’au moins quatre ubiquitines pour que le 

proteasome reconnaisse la protéine à dégrader (Lodish H et al., 2004).  

Dans le cas de la protéine Wld(s), la portion Ube4b code pour une protéine assimilable à une 

E4. Il a été proposé que l’Ube4b puisse agir comme un dominant négatif sur la voie du 

protéasome (UPS). En effet, bien que la portion N70 de l’Ube4b ne contienne pas d’activité 

ubiquitination propre, il contient un domaine qui lui permet d’interagir avec des substrats,  

empêchant du même coup l’enzyme E2 endogène de cibler les protéines à dégrader. Le rôle 

de cette E2-like, serait donc d’empêcher les facteurs de survie d’être dégradés par le 

protéasome, dans l’axone endommagé, afin de ralentir le processus de fragmentation. En 

accord avec ce modèle, il a été montré que l’UPS participe au programme d’autodestruction 

intrinsèque à l’axone dans un contexte de DW ou lors de l’élimination de prolongement 

axonale et/ou dendritique pendant certaines phases de développement (Simonin Y et al., 

2007 ; Hoopfer ED et al., 2006 ; Zhai Q et al., 2003 ; Watts RJ et al., 2003). D’autre part,  le 

recrutement des microglies lors de la DW est empêché en présence d’inhibiteurs de 

proteasome comme le MG132. Ceci confirme justement l’implication de l’UPS dans les 

processus de DA.  Enfin, il faut rappeler que certaines études ont montré l’existence d’une 

interaction entre Wld(s) et les VCP (protéines contenant des valosines), un élément clefs dans 

le proteasome. Les VCP sont impliquées dans la sortie des protéines mal-conformées hors du 

réticulum endoplasmique rugueux et sont nécessaires à leur dégradation par le protéasome. En 

interagissant avec les VCP, la protéine Wld(s) peut potentiellement interférer avec le 

fonctionnement du proteasome. Toutefois, si l’activité de Nmnat et sa portion N16 (qui 

interagit avec les VCP) étaient essentielles pour le bon fonctionnement de Wld(s), la 
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surexpression de la Nmnat cytoplasmique,  ou de Nmnat3 (Avery MA et al., 2009 ; Sasaki Y 

et al., 2009) dépourvues de la portion N16, ne devraient pas protéger de la DA. Or les 

différentes constructions de Nmnat protègent tout aussi bien que Wld(s). Ceci suggére que la 

portion N16 n’est pas nécessaire à l’action de Nmnat.   

Récapitulatif Wld(s) protège de la DW, principalement via son activité Nmnat. Même si on a 

longtemps pensé que son activité était médiée par une action nucléaire,  de récentes études 

remettent en cause ce scenario. En effet, il semble que l’action axono-protectrice de la 

protéine Wld(s) puisse être associée à une action extra-nucléaire. Néanmoins, son mécanisme 

d’action et les partenaires qui participent à la protection axonale sont à déterminer.  

III.1.5.e) Wlds, le récepteur DRAPER et les microglies ; un trio séduisant ! 

 

 

Comme je l’ai mentionné auparavant, la DW s’accompagne, dans un premier temps, de la 

désintégration de la cyto-architecture associée in fine à la fragmentation de l’axone, et dans un 

deuxième temps, de l’élimination des débris axonaux par les cellules de type macrophages et 

cellules de Schwann. Plusieurs groupes ont examiné si Wld(s) pouvait interférer avec cette 

deuxième étape dans le modèle Drosophila.  Awasaki et al., ont montré que l’interaction entre 

le récepteur Draper exprimé à la surface des cellules gliales et ced6, un adaptateur 

intracellulaire impliqué dans la transduction du signal, participent au recrutement et à 

l’élimination des débris axonaux par les cellules gliales, au cours du pruning developpemental 

des corps pédonculés (Awasaki T et al., 2006) (Figure 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 28 : Modèle schématique de l’élimination de l’axone au cours du développement. (1a-1b) La 

différenciation des cellules gliales en réponse au pruning développemental est induite par l’expression de Draper 

(Drpr). (1c-3) Les cellules gliales reconnaissent et engloutissent l’axone en cours de fragmentation à travers Drp 

et Ced-6 (Awasaki T et al., 2006).  
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Ce scénario a aussi été proposé la même année par l’équipe de Freeman, mais dans un 

contexte comparable à celui de la DW (MacDonald JM et al., 2006). De façon intéressante, il 

démontre que l’expression de la protéine Wld(s) est associée à la perte de l’up-régulation du 

récepteur Draper (nécessaire à l’activation et au recrutement des microglies), ceci suggérant 

que l’expression de Wld(s) est suffisante pour potentiellement supprimer le recrutement des 

cellules gliales au niveau de la zone de lésion (MacDonald JM et al., 2006).  

L’ensemble de ces données a permis l’élaboration d’un modèle (Figure 29) selon lequel, le 

mode d’action de Wld(s) serait basé sur la prévention ou le changement dans l’expression de 

signaux à la surface de l’axone lésé. Appelés « eat me » signal, ces signaux seraient impliqués 

dans l’activation et le recrutement des cellules gliales à proximité de la zone de lésion 

(Fainzilber M et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Protection axonale conférée par la protéine Wld(s). Schéma représentatif de la protéine de fusion 

Wld(s). (A) Le nombre d’acides aminés relatif à Ube4b et Nmnat1 est indiqué. (B) Neurone présentant une 

lésion au niveau axonal et cellules gliales environnant la zone lésée.  Un mécanisme autonome à l’axone, dans 

lequel l’exposition  d’un signal de surface inconnu, « ligand X », déclenche une activation des cellules gliales à 

travers un processus nécessitant l’expression du récepteur Draper et ced6 par les glies. La protéine Wld(s) 

prévient l’exposition du « eat me » signal et par conséquent retarde la DW. (Fainzilber M et al., 2006)  

Même si le mécanisme exact par lequel Wld(s) protège de la DA n’est pas encore totalement 

élucidé, il est admis que celle-ci protège de la DW. Cependant, est-ce le cas dans un autre 

contexte, comme lors du pruning développemental ? 
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B/  La proteïne Wld(s) peut-elle retarder de la perte axonale dans un autre 

contexte que celui de la DW : le pruning développemental  

III.2 La protéine Wld(s) et le pruning développemental 

 

L’élimination de la portion axonale exubérante, durant le développement, est essentielle dans 

le remodelage des cartes topographiques du SNC chez les mammifères et les insectes. La 

principale forme de pruning axonal se caractérise par un phénomène de DA associé à 

l’élimination des débris cellulaires par les cellules gliales environnantes. La DA durant le 

pruning développemental chez l’insecte et le mammifère, a lieu sur une courte période de 

temps durant laquelle la portion entière du segment axonal disparaît. Cela ressemble 

beaucoup au processus  de la DW caractérisé par une altération rapide de la cyto-architecture 

qui semble soit pleinement intacte soit pleinement fragmentée. Cette fragmentation axonale, 

au cours du pruning axonal, est aussi accompagnée par une série de réponses de la part des 

cellules gliales à proximité de la lésion. Ces similarités morphologiques pour la DA, entre 

DW et pruning développemental, ont largement contribué à penser qu’ils partagent un même 

programme de destruction (Raff MC et al., 2002).  

Pour déterminer si la DW et le pruning développemental partagent réellement le même  

programme de destruction axonal, des études ont visé à suivre le pruning développemental 

chez les modèles surexprimant la protéine Wld(s).  

Hoopfer et al., démontrent ainsi que la surexpression de la protéine Wld(s) n’empêche pas la 

formation des cartes retinotopiques dans le colliculus supérieur, ni même le développement 

des projections de la couche 5 du néocortex vers les cibles majeures sous-corticales 

contribuant à la maturation des aires visuelles et motrices chez la souris (Hoopfer ED et al., 

2006). De la même façon la surexpression de la protéine Wld(s) ne prévient pas du pruning 

développemental des corps pédonculés chez la drosophile (Figure 30). 

Pour écarter la possibilité que l’absence d’effet ne soit liée au stade développemental, ils ont 

cherché à savoir si Wld(s) pouvait protéger de la DA induite par transsection au cours du 

développement.  Que ce soit la transsection des projections axonales issues des RGCs chez la 

souris ou des axones issus des corps pédonculés chez la drosophile,  la protéine Wld(s) retarde 

la DA (Hoopfer ED et al., 2006) écartant l’hypothèse que la perte de fonction de Wld(s) 

puisse être imputable au stade développemental. 
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Figure 30 : Le pruning des corps pédonculés n’est pas affecté par l’expression de la protéine Wld(s). (A) 

Schéma illustratif du pruning des corps pédonculés durant la métamorphose. Les neurones à l’état larvaire ont 

des branchages axonaux dorsaux (d),  médian (m) et des dendrites (c). 18h après la métamorphose (APF), les 

dendrites et les axones dégénèrent ne laissant qu’un segment intact (p). (B et C), les neurones larvaires 

présentent une topologie, similaire à celle décrite ci-dessus, qui évolue avec la perte des segments d et m (fléches 

blanches) au stade 12h APF. (D et E) Les neurones exprimant la protéine Wld(s) présentent également la perte 

des segments d et m (flèches blanches) au stade 12h APF. La barre d’échelle représente 50µm. (Hoopfer ED et 

al., 2006) 

Néanmoins, même si Wld(s) ne semble pas retarder du pruning développemental, il est 

intéressant de noter que tout comme dans le scenario évoqué précédemment, l’UPS et le 

récepteur Draper semblent être impliqués. Ces résultats suggèrent dans un premier temps que 

la DW et le pruning développemental partagent un mécanisme moléculaire qui implique 

l’UPS et la participation des cellules gliales via le récepteur Draper. Cependant, il existe une 

différence fondamentale entre la DA induite dans un contexte pathologique et physiologique. 

En effet, alors que Wld(s) protège de la DA induite après transsection, elle n’affecte pas la DA 

induite dans les deux paradigmes développementaux que j’ai décrits ci-dessus. Au vu de ces 

résultats, il est proposé que la DW et le pruning développemental diffèrent dans les premières 

étapes conduisant à la DA (Hoopfer ED et al., 2006). Il est donc possible que les mécanismes 

moléculaires mis en jeu lors de DA puissent dépendre de la nature de stress initial  (DW 

versus pruning). La nature du stress pourrait alors changer les modalités du même programme 

de destruction (Figure 31).   
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Figure 31 : La nature du stress conditionne les modalités du programme destructif. Comparaison des 

processus impliqués au cours de la DW et du pruning développemental. (A) Schéma représentatif de la DA 

durant le pruning developmental. (B) Schéma représentatif de la DA dans le paradigme de la DW. A noter que 

l’étape finale, qui consiste à phagocyter les débrits cellulaires semble être commune aux deux modèles proposés.  

(Hoopfer DE et al., 2006) 

III.2.1) Quel est le mécanisme moléculaire impliqué au cours du pruning 

développemental ?  

 

Le processus d’apoptose est le mécanisme destructeur par excellence. Impliqué dans la mort 

cellulaire dans de nombreux paradigmes, il est possible que celui-ci soit aussi engagé lors du 

processus de la DA au cours du pruning développemental.   

Une façon de modéliser in vitro le pruning développemental est de réaliser une déprivation 

locale en facteurs trophiques au niveau de portion distale de l’axone. Plusieurs études 

réalisées en chambre de Campenot sur des neurones Sympathiques, ont montré qu’une 

déprivation en Neurotrophin Growth Factor (NGF) sur la portion distale de l’axone induit une 

DA. Dans ce paradigme, l’équipe de MC Raff a montré qu’une inhibition pharmacologique 

des caspases ne ralentit pas la DA (Finn JT et al., 2000). Ces résultats en concordance avec 

ceux obtenus après transsection, confirment l’idée qu’il existe un mécanisme destructif 

spécifique à l’axone caspase indépendant (Finn JT et al., 2000). Toutefois, une récente étude 

menée dans le même paradigme a montré qu’une interférence génique pour la caspase 6 

retarde de la DA (Nikolaev A et al., 2009). Ces données contradictoires ont par conséquent 
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généré un débat quant à l’implication de la machinerie apoptotique dans la DA lors du 

processus développemental.  

Même si la déprivation en NGF est couramment utilisée pour modéliser in vitro le pruning 

développemental, il n’en reste pas moins un modèle imparfait au vu d’études réalisées in vivo. 

Deux études menées in vivo chez la drosophile, ont cherché à savoir si oui ou non les caspases 

étaient impliquées dans l’élimination de prolongements neuronaux au cours du 

développement (Williams DW et al., 2006 ; Kuo CT et al., 2006). Dans une  première étude, 

la surexpression d’un dominant négatif pour la caspase initiatrice DRONC (homologue de la 

caspase 9 chez les mammifères) abolit l’élimination de prolongements neuronaux lors du 

pruning développemental (Kuo CT et al., 2006) (Figure 32).  

 

Figure 32 : La caspase DRONC est impliquée dans l’élimination de l’arborisation dendritique de 

neurones sensoriels au cours de la métamorphose, chez la drosophile. (A, B et D) Dans la condition contrôle 

(wt), le pruning de l’arborisation dendrique est complet au bout de 18h, à l’inverse des mutants pour la caspase 

DRONC (DRONC
51

 et DRONC
11

) (Kuo CT et al., 2006) 

D’autre part, grâce à la création d’une sonde (CD8::PARP::Venus), incluant le site de clivage 

pour la caspase DRONC (composée de 40 acides aminés de PARP), ils observent que la 

caspase DRONC active est localisée à l’intérieur du dendrite en cours de pruning (Williams 

DW et al., 2006). Ceci suggère sa participation dans le processus du pruning 

développemental. Dans une étude complémentaire, publiée simultanément, Kuo CT et al., 

proposent un modèle selon lequel l’activation de la caspase initiatrice DRONC serait 

gouvernée par l’UPS (Figure 33). En effet, après avoir montré que les mutations affectant 

l’activité de Uba1 (une enzyme impliquée dans le système d’ubiquitinisation) et mov34 (un 

composant de la machinerie du proteasome) pouvaient inhiber le pruning, ils ont ensuite 
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investigué plus finement le rôle joué par l’UPS dans le remodelage de l’arborisation 

dendritique au cours du développement (Kuo CT et al., 2006). Après avoir identifié UbcD1 

(une enzyme de conjugaison d’ubiquitine), ils découvrent que la surexpression d’un dominant 

négatif pour UbcD1, inhibe le pruning. Cette enzyme nécessaire au bon fonctionnement du 

proteasome semble donc impliquée lors du pruning developpemental. De plus, UbcD1 a été 

décrite comme régulant la dégradation de la protéine anti-apoptotique DIAP1, connue pour 

inhiber DRONC (Drosophila Inhibitor of Apoptosis Portien 1) (Ryoo HD et al., 2002 ; Wang 

SL et al., 1999 ; Treier M et al., 1992). La dégradation de DIAP1 par le proteasome (UbcD1), 

conduit à l’activation de DRONC (levée d’inhibition), qui participe à l’élimination de 

l’arborisation dendritique des neurones C4da. Ils établissent donc un mécanisme dans lequel 

l’UPS et les caspases participeraient conjointement dans le pruning développemental (Kuo 

CT et al., 2006) (Figure 33).  

 

Figure 33 : Schéma représentant la régulation du pruning developpemental des neurones C4da. Alors que 

l’up-régulation de DIAP1 dans le noyau inhibe l’apoptose dans le corps cellulaire, une activation locale des 

caspases a lieu dans la dendrite. Précédemment, il a été montré que la mutation affectant uba1 (ubiquitin 

activation) et mov34 (proteasome machinery) inhibe le pruning dendritique. Ici, il est mis en évidence que le 

pruning dendritique de neurones C4da est médié par l’UPS, à travers UbcD1 (une E2) qui participe à la 

dégradation de DIAP1 (une E3) connue pour  inhiber la caspase DRONC (Kuo CT et al., 2006). 

Comme nous venons de le voir, le pruning développemental semble être un mécanisme 

caspases-dépendant, à la différence de la DW.  D’autre part, alors que la protéine Wld(s) 

protège de la DA après transsection, elle ne confère pas d’effet d’axono-protecteur au cours 

du développement. Il semble alors que le mécanisme de la DA, induit après transsection ou 

lors du pruning, différent ; même si dans ces deux paradigmes le mécanisme moléculaire 

semble être lié à l’implication de l’UPS. 
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Enfin le fait que la protéine Wld(s) confère un effet axono-protecteur, dans le cas ou l’axone 

en cours du développement subit une agression, semble indiquer que le mécanisme de la DA 

dépend de la nature du stress. En d’autres termes, il est tout à fait possible qu’en fonction du 

stress initial un changement de modalité du même programme destructif ait lieu, comme l’ont 

proposé Yan T et al., (Yan T et al., 2010).  

C/  La protéine Wld(s) peut-elle protéger de la perte axonale dans un contexte de 

Dying back ? 

III.3 Quels sont les acteurs moléculaires susceptibles de participer à la DA durant le 

Dying back ? 

 

Après nous être intéressés aux mécanismes moléculaires de la DA, dans les paradigmes de la 

DW et du pruning développemental, nous pouvons nous demander lequel est mis en jeu au 

cours du dying back. S’agit-il d’un mécanisme qui s’apparente plutôt à celui de la DW ou du 

pruning développemental ?  

III.3.1) La protéine Wld(s) et la SLA  

 

La Sclérose Latérale Amyotrophique ou Maladie de Charcot, se caractérise par la 

dégénérescence des axones moteurs à l’origine d’une atrophie musculaire. C’est ce qui est 

observé chez les modèles animaux SOD
G93A

 et pmn (pour  proogressive motor neuropathy).  

Cette DA qui prend part au niveau de la portion distale, pour ensuite se propager en direction 

du soma, s’effectue selon le mode du « dying back » (Schmalbruch H et al., 1991).  

De façon intéressante, la surexpression de la molécule anti-apoptotique Bcl 2 qui retarde la 

mort des motoneurones chez les souris transgéniques pmn, ne protège pas de la DA et ne 

diminue pas la durée de vie des souris  (Sagot Y et al., 1995). Ceci suggère que la DA, plus 

que la mort des neurones moteurs, est une cause primaire dans cette maladie (Sagot Y et al., 

1996).   

De la même façon, on s’est demandé si la protéine Wld(s) confèrerait une action axono-

protectrice lors d’une pruning développemental, des études ont cherché à comprendre si 

Wld(s) pouvait protéger du Dying back. Pour cela, les souris pmn sont croisées avec les souris 

transgéniques pour la proteine Wld(s). Dans l’étude menée par Ferri a et al., Wld(s) atténue à 

la fois la DA, la perte de motoneurones ainsi que le transport rétrograde diminué chez les 
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souris pmn. Tout cela conduit à augmenter l’espérance de vie des souris pmn (Ferri A et al., 

2003). Ces résultats valident aussi le fait que la DA soit une cause primaire, à l’origine de la 

mort cellulaire. En empêchant l’axone de fragmenter, on empêche du même coup le corps 

cellulaire de dégénérer. Il se pourrait donc, à la lecture de ces résultats, qu’il existe un 

mécanisme similaire entre la DW et le Dying back. En s’appuyant sur l’étude de Sagot et al., 

dans laquelle il est démontré que la molécule anti apoptotique Bcl-2 agit spécifiquement sur la 

survie du corps cellulaire sans affecter le devenir de l’axone (Sagot Y et al., 1995), il 

semblerait que ce mécanisme soit caspase-indépendant.  

Toutefois, plus récemment, dans un contexte des neuropathies sensorielles, Courchesne S et 

al., démontrent que les souris Bcl-w 
-/- 

(un membre appartenant à la famille des molécules 

anti-apoptotiques de type Bcl-2, localisé dans la mitochondrie) présentent une dégénérescence 

des fibres sensorielles selon le mode du « Dying back ».  Cette dégénérescence semble 

restreinte à l’axone puisque l’intégrité des corps cellulaires n’est pas affectée (Courchesne S 

et al., 2011).  Ces résultats qui tendent à mettre en lumière le rôle clef de cette protéine 

mitochondriale anti-apoptotique (Bcl-w) dans la DA, semblent quelque peu remettre en 

question la non implication du programme apoptotique dans les phénomènes de DA.  

Récapitulatif : Dans les situations où la protéine Wld(s) confère une axono-protection, il 

semble que ce mécanisme protecteur soit caspase-indépendant (comme c’est le cas dans la 

DW). A l’inverse lorsque la protéine Wld(s) ne protège pas de la DA, il semble que les 

caspases puissent être impliquées (comme c’est le cas lors du pruning développemental).  

III.3.2) Qu’en est-il de la Maladie d’Alzheimer ? 

 

Jusqu'à maintenant aucune étude n’a visé à surexprimer la protéine Wld(s) dans des modèles 

de souris Alzheimer. La majorité des études qui se sont intéressées à l’effet toxicologique du 

peptide A, ont montré que lorsque ce dernier est appliqué sur l’ensemble du neurone, il induit 

une mort cellulaire par apoptose (Rohn TT, 2010 ; Rohn TT et al., 2008). Par conséquent, 

le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) impliqué(s) dans la DA, dans ce contexte, ne sont pas 

connus. Comme celui-ci peut être localisé à différents endroits du neurone (soma axone ou 

synapse), il est légitime de se demander si cela peut entrainer une activation locale de la 

machinerie apoptotique.  
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IV L’apoptose neuronale 

A/ Un mécanisme destructeur local ; spécifique au corps cellulaire ? 
 

C’est en 1972 qu’est employé, pour la première fois, le terme « apoptose » (d’après les mots 

grecs « apo » -apo- et « ptosiz» -ptosis signifiant respectivement « au loin » et « chute de 

feuille ») par John  Kerr, Andrew Wyllie et Alastair Curie (Kerr J et al., 1972), pour décrire le 

phénomène de mort cellulaire programmée (Lockshin RA., 1969). En effet, dans un certain 

nombre de situations, que ce soit au cours du développement, du renouvellement normal des 

cellules ou à la suite d’agressions cellulaires, les cellules peuvent enclencher un processus 

actif de suicide cellulaire (Levi Montalchini R et al., 1966).  

IV.1 L’ apoptose, une mort génétiquement programmée 

 

Les premiers expériences dans lesquelles l’inhibition de la synthèse d’ARN et de protéines 

bloquent la mort cellulaire au cours de la métamorphose des amphibiens et des insectes (Tata 

JR et al., 1996 ; Lockshin RA et al., 1969), ont fait naitre la notion d’une mort cellulaire 

génétiquement programmée. La découverte chez le nématode Caenorhabditis Elegans, de 

gènes nécessaires à la mort de certaines cellules (ced-3 ced-4) au cours du développement 

apporta l’une des premières démonstrations de cette hypothèse (Ellis HM et al., 1986).  

L’approche génétique a en effet permis de montrer que les produits des gènes ced-3 et ced-4 

sont nécessaires au déroulement du processus de mort cellulaire tandis que le produit du gène 

ced-9 est au contraire capable de le bloquer. Ced 3 est l’homologue d’une famille de gènes de 

protéase à cystéine, appelées caspases. La protéine Ced-4, dont l’homologue mammalien est 

Apaf1, lie et active la protéine Ced-3. La découverte des homologues mammaliens renforça 

l’idée qu’il existe bel et bien un programme génétique intrinsèque à chaque cellule, menant à 

la mort cellulaire et conservé au cours de l’évolution.  

Selon les critères morphologiques, Clarke distinguait en 1990 trois principaux types de mort 

cellulaire (Clarke PG et al., 1990) :  

 la mort cellulaire de type I ; l’Apoptose, la forme cellulaire la plus étudiée. Les 

modifications morphologiques de cette mort ont été observées des 1885 par 

l’anatomiste Allemand Walter Flemming. Les cellules dites « apoptotiques » perdent, 

dans un premier temps tout contact avec les cellules environnantes. Ensuite, 
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l’apoptose est caractérisée par des phénomènes de pycnose (condensation 

chromatinienne) et de caryorrhexis (fragmentation nucléaire) associées à la 

fragmentation du cytoplasme. Les cellules « implosent » et produisent de petits corps 

apoptotiques qui vont par la suite être éliminés par des cellules phagocytaires. De 

façon importante, il n’y a pas de rupture de la membrane plasmique, signifiant qu’il 

n’y a aucun déversement du contenu cytoplasmique ou nucléair à l’extérieur de la 

cellule.  

 

 la mort cellulaire de type II ; L’autophagie, est aussi connue sous l’expression « auto 

cannibalisme cellulaire ». Ce processus cellulaire, finement régulé, permet à une 

cellule de survivre lorsqu’elle est privée de nutriments ou soumise à différents stress. 

Elle se caractérise par la séquestration d’une partie du cytoplasme et des organites 

cellulaires dans des vacuoles à doubles membranes ou multi-membranes appelées 

autophagosomes ou vacuoles autophagiques. La fusion entre ces autophagosomes et 

les lysosomes va aboutir à la formation de vésicules particulières appelées 

phogolysosomes au niveau desquels des hydrolases lysosomales (telles que les 

cathepsines) peuvent initier l’élimination d’organelles superflues, mutées ou 

endommagées, ainsi que celle de protéines agrégées ou anormalement coformées. 

Dans ce contexte cellulaire, l’élimination de mitochondries va définir le processus de 

mitophagie, fréquemment associé à l’autophagie. L’autophagie représente une 

stratégie d’adaptation de la cellule face une déprivation en nutriments ou une 

diminution en métabolites. Dans ces conditions, l’augmentation du catabolisme 

permet aux cellules stressées de rendre « disponible » de l’ATP et des substrats 

météboliques afin de subvenir à leurs besoins énergétiques. A la fin des années 2000, 

il a été établi que l’autophagie - initialement décrite comme une stratégie d’adaptation 

des cellules face à un stress cellulaire afin d’éviter la mort- pouvait également 

représenter une forme alternative de mort cellulaire, appelée mort cellulaire 

autophagique (ou mort cellulaire de type II).  

 

 La mort cellulaire de type III, la nécrose a longtemps été utilisé pour définir, par 

défaut, un processus de mort cellulaire survenant de façon accidentelle et qui ne 

présente pas les modifications morphologiques caractéristiques de l’apoptose. Les 

principales modifications morphologiques observées lors de la mort cellulaire par 

nécrose, sont l’augmentation du volume cellulaire, un gonflement des organites et une 
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perméabilité de la membrane plasmique. Ces phénomènes contribuent à la rupture de 

la membrane plasmique de ces cellules et à la libération de leurs contenus dans le 

milieu extra cellulaire, ce qui déclenche une réaction inflammatoire.  

Toutefois, même s’il existe de claires différences entre ces trois processus de mort cellulaire, 

des définitions exclusives de chacune d’entre elles sont difficiles à obtenir et sont 

probablement artificielle car les frontières entre ces différentes formes de mort cellulaires sont 

confuses. Il a par exemple été montré que des marqueurs apoptotiques et nécrotiques peuvent 

être présents de façon concomitante dans la même cellule lors d’ischémie cérabrale (Unal-

Cevik I et al., 2004). De plus, un bon nombre d’études semble mettre en évidence que 

l’apoptose pourrait être relayée par d’autres voies non-apoptotiques telles que l’autophagie ou 

la nécrose, dans les situations où l’apoptose ne pourrait aller à son terme. Le shift entre  

Apoptose et Nécrose, a d’ailleurs ammené Kroemer G,  a proposer  un nouveau mécanisme de 

mort cellulaire appelé Necroptosis, une contraction entre Nécrose et Apoptose. L’apoptose est 

pour l’ensemble des ces raisons, le processus de mort cellualire le mieux décrit et le mieux 

connu.  

IV.2  Le déroulement général de l’apoptose  

 

Jusqu’au milieu des années 1990, il était généralement admis, que les cellules recevant un 

signal de mort ou subissant l’absence de signal de survie déclenchaient une mort 

génétiquement programmée associée à l’activation de gènes spécifiques appelés également 

« killer gênes » (Ellis HM et al., 1986). Dans ce scenario, l’apoptose était avant tout une 

affaire nucléaire, de l’expression génique à la dégradation finale de l’ADN. Au fur et à 

mesure de l’avancée des connaissances, cette vision purement nucléo-centrique de l’apoptose, 

est devenue un processus plus global, impliquant de multiples étapes cytoplasmiques. Ce 

nouvel éclairage signifie qu’il est possible d’étendre cette réflexion à l’axone. Cette vision 

moins focalisée sur le noyau, a permis d’identifier deux voies possibles conduisant à la mort 

apoptotique d’une cellule ; la voie extrinsèque (faisant intervenir les récepteurs de mort) et la 

voie intrinsèque (faisant intervenir la mitochondrie) (Mignotte B et al., 1998). Ces deux voies 

ayant comme point commun ; l’activation de protéines spécifiques, les caspases.  

IV.2.1) Les caspases ; de l’initiation à l’exécution du programme apoptotique 

 

La découverte par Ellis et Horvitz en 1986 chez le nématode Caenorhabditis Elegans, des 
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gènes ced-3, ced-4 et ced-9 impliqués dans la mort cellulaire, a permis d’ouvrir la porte à une 

meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui gouvernent l’apoptose (Ellis HM 

et al., 1986) (Figure 34).  

 

Figure 34 : CED-9 régule la localisation intracellulaire du complexe CED-4/CED-3. En conditions 

normales, CED-9 (un homologue de la molécule anti-apoptotique Bcl-xl chez les mammifères), interagit avec le 

complexe CED-4 (un homologue de la molécule pro-apoptotique Apaf1 chez les mammifères)/CED-3 

(homologue de la molécule pro-apoptotique la pro caspase 3 chez les mammifères), pour empêcher 

l’emballement de la machinerie apoptotique. La dissociation de CED-9 avec le complexe CED-4/CED-3, en 

présence de bax (une molécule pro apoptotique) conduit à l’activation de la machinerie apoptotique. (Mignotte B 

et al., 1998) 

Ce mécanisme de mort cellulaire est étroitement lié à l’activation des caspases. Ces protéines 

appartiennent à la famille de protéases à cystéine qui hydrolysent spécifiquement les liaisons 

peptidiques au niveau du carboxyle de résidu aspartyl, d’où le nom de caspases (Cystein ASP 

artate ProteASE) (Alnemri ES et al., 1996). Chacune des caspases est synthétisée sous la 

forme d’un précurseur inactif appelé pro-caspase, qui est clivé au cours de l’apoptose pour 

donner lieu à la forme active de la caspase (Jaspard E et al., 2011). L’analyse 

cristallographique a révélé que la caspase activée est constituée d’un tétramère issu d’un 

assemblage de deux hétéro-dimères (Walker NPC et al., 1994 ; Wilson KP et al., 1994) 

(Figure 35). 

Cette famille de protéines se compose principalement de caspases dites initiatrices (les 

caspases 2 ,8 ,9 et 10) qui sont les premiers acteurs de cette cascade, et celles dites effectrices 

qui interviennent en bout de chaîne (les caspases 3, 6, 7 et 14) (Budihardjo I et al., 1999).  
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Figure 35 : Activation des caspases. Les caspases sont bio-synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs 

(ou zymogènes) : les pro-caspases. L’activation du zymogène en caspase active, s’effectue par 2 coupures 

protéolytiques successives. La caspase active est un tétramère qui se compose de deux domaines catalytiques 

appelés grandes sous-unités ou p20 et de deux domaines catalytiques appelés petites sous-unités ou p10. (Jaspard 

E et al., 2011).   

Il est par ailleurs intéressant de noter que des études menées sur des cultures primaires 

d'hippocampe, ont révélé une localisation et une accumulation de la caspase 3 activée dans les 

prolongements neuritiques, après stimulation par le glutamate (Mattson MP et al., 1998 ; 

Mattson MP et al., 1998). D’autre part, des expériences menées sur des synaptosomes 

corticaux ont mis en évidence qu'une exposition à divers stress apoptotiques conduit à une 

activation des caspases (Mattson MP et al., 1998). Cela signifie qu’il est dangereux de 

restreindre le programme apoptotique au corps cellulaire.  

Selon la nature du stimulus, les voies de l’apoptose peuvent être de deux sortes : la voie 

intrinsèque via la mitochondrie et la voie extrinsèque via les récepteurs de mort.  

IV.2.2)  La voie intrinsèque ; la mitochondrie 

 

La voie intrinsèque implique la pro-caspase 9 (Green DR et al., 2004). La pro-caspase 9 en se 

liant à une protéine adaptatrice cytoplasmique, Apaf 1 (Apoptotic Protease Activating Factor 
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1) dont l’activation est dépendante du cytochrome c, forme un complexe de mort cellulaire 

appelé « apoptosome ». Ce complexe multi-protéiques permet le clivage de la pro-caspase 9, 

qui devient alors active. Une fois activée, la caspase 9 peut recruter, la pro-caspase 3, et 

procéder au clivage de cette dernière, libérant la forme active de la caspase 3 (Kumar S et al., 

1994 ; Yuan J et al., 1993) (Figure 36).  

Figure 36 : La voie intrinsèque de l’apoptose.  Dans la voie intrinsèque impliquant la mitochondrie, la caspase 

initiatrice activée est la caspase 9. Cette dernière forme un complexe de mort appelé « apoptosome » avec la 

protéine adaptatrice cytoplasmique, Apaf 1 et le cytochrome c. La caspase 9 via son domaine d’interaction 

CARD, recrute et clive la pro-caspase 3, la rendant ainsi active. D’autres protéines apoptogènes inter-

membranaires autres que le cytochrome c, telle SMAC/DIABLO sont libérées dans le cytosol. Celles-ci sont 

capables de lever l’inhibition des caspases en neutralisant directement les XIAP. La perméabilisation de la 

membrane mitochondriale externe implique la formation de pores de transition de perméabilité (mPTP), 

constitués de VDAC et de ANT. (Green DR et al., 2004)    
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Le cytochrome c n’est pas la seule protéine pro-apoptotique libérée par la mitochondrie au 

cours de l’apoptose. On peut citer l’AIF (Apoptosis Iducing Factor), des pro-caspases, et 

SMAC/DIABLO (Second Mitochondria Derived Activator of Caspase / Direct IAP Binding 

with Low pI) (Kroemer G et al., 2007). Ces dernières (SMAC/DIABLO) en neutralisant les 

IAPs (inhibitory of Apoptosis Protein), qui comme leur nom l’indique représentent les 

inhibiteurs d’apoptose, participent à l’emballement de la machinerie apoptotique (Chai J et 

al., 2000; Liu Z et al., 2000; Du C et al., 2000).  

La famille des IAPs qui se compose de huit homologues (XIAP, hILP2, c-IAP1, c-IAP2, ML-

IAP, NAIP, Survivin et Apollon) fut découverte en 1996 par Duckett (Duckett CS et al., 

1996). Ces protéines se composent pour la plupart de un à trois domaines BIR (Baculovirus 

IAP repeats) (Takahashi R et al., 1998 ; Clem, RJ et al., 1994 ; Crook NE et al., 1993) et d’un 

domaine RING à l’extrémité C-terminale. Le domaine BIR permet une liaison aux caspases 

alors que le domaine RING, qui possède une activité de ligase E3 de l’ubiquitine, permet la 

dégradation du substrat via la voie du proteasome (Joazeiro CA et al 2000). Elles ont donc le 

pouvoir d’inhiber l’action de certaines caspases. A noter que les protéines mitochondriales 

SMAC sont des inhibitrices des XIAP (Srinivasula SM et al., 2001).  

Le relargage de molécules pro-apoptotiques par la mitochondrie est finement régulé par des 

molécules appartenant à la famille des Bcl-2. Cette famille comporte à la fois des molécules 

pro et anti-apoptotiques. Les molécules pro-apoptotiques également appelées « BH3 only », 

participent à la perméabilisation de la MME lors de l’apoptose. La protéine pro-apoptotique 

Bax favorise l’ouverture d’un canal mitochondrial appelé pore de transition de perméabilité 

(mPTP), (Brenner C et al., 2000). L’ouverture du mPTP occasionne une entrée d’eau et de 

solutés dans la matrice mitochondriale, une rupture de la MME et une dérégulation de 

l’homéostasie mitochondriale (réduction du potentiel de membrane mitochondriale, 

découplage de la chaîne respiratoire et production de ROS tels que des anions superoxydes). 

Ce pore est constitué de la sous-unité VDAC (pour Voltage Dependant Anion Channel), et 

ANT (Adenosine Nuclear Transporter). L’ANT et le VDAC sont deux canaux situés 

respectivement au niveau de la membrane interne et externe de la mitochondrie. D’autre part 

les IAPs ne sont pas les seules molécules anti-apoptotiques, il en existe également dans la 

famille des Bcl-2 (comme Bcl-w, Bcl-2, Bcl-xl). Ces dernières interviennent au niveau de la 

voie intrinsèque de l’apoptose en empêchant l’ouverture du pore de transition de perméabilité 

(mPTP) situé sur la mitochondrie (Cheng EH et al., 2001 ; Brenner C et al., 2000).  Ainsi Bcl-
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xl stimulerait la fermeture du VDAC tandis que le tandem Bax/Bak promouvrait son 

ouverture (Shimizu S et al., 1999) (Figure 37).  

 

 

Figure 37 : Régulation de l’ouverture du Pore de Transition mitochondriale (mPTP) par les protéines 

appartenant à la famille des Bcl-2. (A) En absence de régulation par la famille des Bcl-2, VDAC fonctionne 

normalement. (B) L’interaction entre Bax et VDAC conduit à la formation d’un canal hybride, qui permet le 

relargage du cytochrome-c. (C) Bcl-xl peut physiquement interagir avec VDAC et conduire à la fermeture de ce 

dernier via son domaine BH4. (Harris MH et al., 2000)  

Tout comme les caspases, les molécules anti-apoptotiques de type Blc-2 et IAPs sont aussi 

présentes dans les prolongements neuritiques (Pruning développemental) (Courchesne S et al., 

2011 ; Kuo CT et al., 2006). L’axone possède donc tout l’arsenal moléculaire nécessaire pour 

induire ou réguler localement l’apoptose. D’autre part,  il a été montré dans le contexte de la 
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DW, qu’une application de cyclosporine A (une molécule bloquant l’ouverture du pore de 

transition de perméabilité, et ainsi le relargage de cytochrome c) (Taskinen HS et al., 2000; 

Sunio A et al., 1997) retarde la DA. Si on associe ces résultats avec ceux qui indiquent que la 

Map kinase JNK, un régulateur clef dans l’apoptose située en amont de la mitochondrie, est 

activée au cours de la DW (Xiong X et al., 2012 ; Miler RB et al., 2009), il est alors possible 

de proposer un mécanisme de DA, selon lequel la voie intrinsèque de l’apoptose serait 

impliquée.  

IV.2.3)  La voie extrinsèque ; les récepteurs de mort 

 

L’activation de la voie extrinsèque nécessite, quant à elle l’intervention de récepteurs de mort 

comme Fas et TNF-R présents eux aussi à la surface de l’axone (Nikolaev A et al., 2009). La 

fixation de leur ligand Fas-L et TNF induit l’oligomérisation de ces récepteurs, le point de 

départ d’une succession d’évènements moléculaires conduisant au recrutement de protéines 

adaptatrices cytoplasmiques (FADD pour Fas Associated Death Domain et/ou TRADD pour 

TNF Receptor Associated Death Domain) qui vont à leur tour recruter les pro-caspases 

initiatrices 8 et 10. Cet ensemble multi-protéiques impliquant ligands, récepteurs, protéines 

adaptatrices et pro-caspases initiatrices porte le nom de DISC (Death Inducing Signaling 

Complex). Il s’ensuit l’activation auto-catalytique des caspases initiatrices 8 et 10 qui 

précipitent la cellule vers une mort inéluctable par le recrutement et l’activation des caspases 

effectrices 3, 6 ou 7 (Igney FH et al., 2002) (Figure 38).  

D’après l’étude menée par Nikoalev et al.,  une activation des récepteurs de mort à la surface 

de l’axone entraine une DA caspase-dépendante dans un contexte de pruning 

développemental (Nikoalev A et al., 2009). Là encore, cela tend à démontrer que l’axone, au 

même titre que le soma, peut enclencher localement la machinerie apoptotique.  
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Figure 38 : La voie extrinsèque de l’apoptose.  L’activation de récepteur de mort entraine l’activation de la 

pro-caspase 8. A noter que les voies extrinsèque et intrinsèque peuvent communiquer grâce à BID (Igney FH et 

al., 2002) 

IV.3  La spacialisation de l’activation de la machinerie apoptotique.  

 

Au vu de cela, il est peu probable qu’il existe une barrière physico-chimique entre le soma et 

l’axone, expliquant que le programme apoptotique ne soit restreint qu’au soma, comme le 

suggère Raff MC dans son modèle (Raff MC et al., 2002). De plus, l’axone possède tout 

l’arsenal apoptotique tels que les mitochondries, les caspases et les IAPS, ce qui signifie 

qu’une activation locale des caspases est possible. Il est par ailleurs intéressant de noter que la 

cellule privée de son noyau peut enclencher un programme de mort cellulaire programmée 
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(Jacobson MD et al., 1994). De manière un peu schématique, on peut comparer le cytoplasme 

de la cellule énucléée à l’axone et se demander si l’application de stress pro-apoptotiques 

connus, ou de protéines agrégées comme le peptide amyloïde, ne pourrait pas activer 

localement la machinerie apoptotique au niveau distal et/ou synaptique. Il est alors possible 

d’imaginer un scénario de type « effet domino », selon lequel, une activation de la machinerie 

apoptotique au niveau du corps cellulaire, après application du peptide amyloïde, puisse se 

propager telle une vague déferlant sur les côtes, dans l’axone (Bhola PD et al., 2009 ; Lartigue 

L et al., 2008). A l’inverse, étant donné que la perte axonale semble précéder la destruction 

somatique dans bon nombre de pathologies, on peut aussi imaginer qu’une activation locale 

des caspases dans l’axone (si cela est possible) puisse se propager de façon rétrograde en 

direction du corps cellulaire.  

C’est dans ce contexte que je me suis intéressé aux conséquences de l’engagement local de la 

machinerie apoptotique (soma versus axone) sur l’ensemble du neurone. Toutefois, pour 

aborder cette thématique, il était nécessaire de disposer de chambres de culture permettant la 

compartimentalisation de neurones issus de SNC. C’est la raison pour laquelle, j’ai utilisé 

pendant mes recherches, un nouveau système de culture primaire de neurones appelé  

« microfluidique ».  

V/ La microfluidique 
 

Dans les modèles classiques de culture primaire de neurones, les agents stressants (le peptide 

amyloïde, ou tout autre agent d’intérêt) sont introduits directement dans le milieu de culture 

des cellules et entrent en contact avec l’ensemble de la population cellulaire. Si ces 

méthodologies ont permis de décrire les voies de transductions associées à la mort neuronale, 

elles ne permettent pas d’étudier les mécanismes mis en jeu lorsqu’un stress prend part sur 

une portion limitée du neurone, comme cela peut être le cas in vivo. Récemment la diffusion 

des techniques dites « microfluidiques », largement utilisées par les physiciens et les analystes 

dans un but de miniaturisation des systèmes expérimentaux, a montré qu’il était envisageable 

d’utiliser ces systèmes en biologie cellulaire (Atencia J et al., 2005 ; Sia SK et al., 2003). Le 

terme « microfluidique » fait référence aux propriétés d’écoulement laminaire des fluides à 

l’échelle micrométrique. Cette technologie permet, lorsque les liquides sont perfusés dans des 

enceintes de dimension micrométrique, de manipuler à la fois de très faibles volumes de 

liquides, tout en contrôlant très précisément leur composition. Appliquée à la culture 
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cellulaire cette technologie permet de concevoir des micro-chambres de cultures et de 

contrôler très finement le microenvironnement cellulaire (Saadi W et al., 2007 ; Lin F et al., 

2004). Il est donc possible d’étudier les cellules dans un environnement ayant une échelle 

compatible avec leur propre taille et d’avoir accès à une portion limitée (région précise) du 

neurone.  

A/  Les apports de la microfluidique 

V.1 La compartimentalisation de Neurone issus du SNC 

 

Une des applications de cette micro-technologie à la neurobiologie cellulaire, permet de 

séparer de manière physique le corps cellulaire de l’axone, en polarisant la croissance de 

l’axone dans des micro-canaux qui relient les deux chambres de culture. L’une «somatique » 

dans laquelle sont ensemencés les neurones et l’autre « distale » dans laquelle se trouvent les 

axones (Paul D et al., 2011 ; Gross PG et al., 2007 ; Taylor AM et al., 2005 ; Tayor AM et al., 

2003) (Figure 39). Chacune des deux chambres est perfusée par deux réservoirs. Ces deux 

chambres de culture sont inter-connectées par une série de microcanaux (Micro-channels) 

(Figure  39). 
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Fig 39 : Compartimentalisation de Neurones en Grains de Cervelet (NGC) au sein de culture micro -

fluidique. (A) les chambres de culture d’une largeur de 1mm pour 4mm de longueur sont interconnectées par 

une série de microcanaux longs de 500µm. Chacune des deux chambres est perfusée par deux puits. Les cellules 

représentées par des cercles rouges sont ensemencées dans  le compartiment dit somatique (somatic 

compartment). (B) Sept jours après ensemencement, les neurones projettent leurs axones dans la chambre dite 

distale (distal compartment). (Magnifico S) 

Il est important de souligner que le soma des neurones d’un diamètre au moins égal à 10µm 

ne peut pas traverser les microcanaux d’une hauteur de 3µm (Figure 40). En effet, les 

microcanaux sont trop fins pour permettre au soma de passer d’une chambre à l’autre. A 

contrario, les prolongements axonaux plus petits peuvent pénétrer et croître dans les 

microcanaux pour ensuite se projeter dans la chambre distale. Il est ainsi possible de polariser 

la croissance de l’axone d’un compartiment vers l’autre.                               

 

Figure 40 : Intérêt de la microfluidique. Seuls les prolongements neuronaux plus fins peuvent pénétrer dans la 

série de microcanaux d’une hauteur de 3µm (Taylor AM et al., 2005).  
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A noter que quelques dendrites pénètrent dans la série de microcanaux. Cependant ils ne 

dépassent jamais le premier tiers de la longueur des micro-canaux. Par conséquent, la 

chambre distale n’est composée exclusivement que d’axones.    

V.2 L’isolement fluidique entre les deux chambres de culture  

 

En plus de pouvoir compartimenter les sous-parties d’un neurone (soma dendrite versus axone 

synapse) issues du SNC, la microfluidique permet d’appliquer localement une drogue dans 

chacune des deux chambres sans que celle-ci ne puisse diffuser vers l’autre chambre non 

traitée ou traitée par un autre traitement pharmacologique.  

En effet, l’isolement fluidique qui permet cela, est rendu possible en jouant sur la différence 

de pression hydrostatique entre les deux compartiments (Figure 41). Si l’on veut par exemple 

éviter qu’une substance ne diffuse du compartiment distal vers le compartiment somatique, on 

va mettre une légère surpression au niveau de la chambre somatique. Ainsi, la drogue 

restreinte à la chambre distale ne diffusera pas dans la chambre somatique. Cette propriété 

nous permet d’étudier les conséquences d’un stress localisé sur une portion limitée du 

neurone, en l’occurrence sur la portion distale. On peut ainsi intervenir à l’aide de traitements 

pharmacologiques du coté distal et/ou somatique et en étudier les conséquences sur 

l’ensemble du neurone.  

                                            

 

 



86 
 

Figure 41 : L’isolement fluidique. (En haut) Design d’une puce de microfluidique tel qu’il a été conçu par 

Jeon (Taylor AM et al., 2005). En noir, le compartiment somatique ou les neurones sont ensemencés. En jaune, 

le compartiment distal vers lequel se dirigent les axones à travers les micro-canaux. (En bas) En mettant plus de 

liquide dans le compartiment somatique (noir), on empêche du même coup la diffusion de la molécule Y située 

dans le compartiment distal vers le compartiment somatique (jaune). (Taylor AM et al., 2005). 

B/  La microfluidique et la DA  
 

En s’inspirant des travaux de Taylor AM sur la compartimentalisation fluidique de neurones 

issus du SNC, j’ai pu apporter des éléments de réponse aux questions que j’ai déjà posées ;  

La DA observée dans la MA ou dans d’autres pathologies de type Dying back, est-elle la 

conséquence d’une atteinte spécifique de l’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un 

dysfonctionnement au niveau du soma neuronal (neuropathie) ? 

D’un point de vue moléculaire, la DA dans un contexte de Dying back,  est-elle un processus 

caspases-dépendant comme lors du pruning développemental ou fait-elle intervenir d’autres 

acteurs moléculaires tels que le métabolisme du NAD+ et les sirtuines, comme cela a été 

suggéré dans la DW ?  
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Micro-fabrication et lithographie.  
 

La microfluidique fait partie des techniques de microfabrication molle ou plastique, utilisant 

les principes de la photolithographie, qui consiste à fabriquer des structures dans lesquelles 

une plaque photoréactive est exposée aux UV à travers un masque, puis traitée chimiquement 

(Whitesides GM et al., 2001). La microtechnologie molle ou plastique fait référence au type 

de matériau utilisé ; un élastomère, le poly-diméthylsiloxane (PDMS), qui présente l’avantage 

de réduire le temps de fabrication d’un circuit à quelques heures et de permettre une diffusion 

des gaz comme l’oxygène et le C02. Les modèles représentant les circuits de culture cellulaire 

sont dessinés à l’aide du programme QCAD, puis imprimés à une résolution de 20 000 dpi 

pour former un masque d’exposition.  

1. Principe de cette méthode :  

 

Le substrat composé de verre ou de silicium est recouvert d’une résine photosensible (en 

bleu). Un masque constitué d’un dépôt d’encre ou de chrome est placé au dessus de la résine. 

Ce masque d’exposition est ensuite placé sur le trajet d’une source de rayonnement UV qui va 

imprimer une couche de résine, SU8, photo-réactive sur le substrat composé de verre ou de 

silicium. Il s’agit de l’étape dite « d’insolation ». Lors de la révélation, seul le motif démasqué 

(en rouge) est conservé après l’étape de développement (Figure 42). 
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Figure 42 : Principe de la lithographie. Au cours de l’étape d’insolation, un masque déposé sur une résine photo 

réactive (en bleu) est insolé avec des rayons UV d’une longueur d’onde de 365 nm. Au cours de l’étape de 

révélation, seules les régions démasquées (en rouge) vont être conservées.  

Pour la réalisation d’un dispositif microfluidique, il est nécessaire de renouveler par deux fois 

cette routine. La première permet de créer les microcanaux tandis que la deuxième se destine 

à produire les deux chambres (Figure 43).  

 

Figure 43 : Les différentes étapes de fabrication pour la réalisation d’un dispositif microfluidique.  Après 

la création des micro-canaux lors de la première étape (a et b), une deuxième couche de résine est désposée, 

pour permettre la création des futures chambres « somatique » et « distale » (c et d).  

La lithographie UV présente comme avantage, d’atteindre des résolutions de l’ordre du 

micron, nécessaires pour réaliser les microcanaux (10 μm de largeur pour 3 μm de hauteur). 

Ce « master » constitue une réplique en négatif du dispositif de culture, et servira par la suite 

à générer les puces en élastomère. Cette réplique est réutilisable un grand nombre de fois. 

Cette partie a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec l’unité « macromolécules et 

microsystèmes » basée à l’institut Curie. 

Une fois le « master » obtenu,  du PDMS est ensuite coulé sur le moule en résine afin d’en 

reproduire les motifs. A partir d’un moule, de nombreuses reproductions en PDMS peuvent 

être fabriquées. L’empreinte de PDMS est ensuite détachée de la réplique, méticuleusement 

nettoyée sous hotte à flux laminaire avec de l’isopropanol, puis séchée. La pièce de PDMS et 

une lamelle de verre (4 cm de diamètre, 150 μm d’épaisseur) sont traitées pendant 30 
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secondes dans un générateur de plasma à oxygène (40% de puissance, 300 mTor, Diener). Le 

plasma à oxygène provoque une modification transitoire (< 30 min) de la surface du PDMS 

(oxydation des groupements silanes par destruction des groupements méthyls et greffage de 

groupements silanol) et du verre, ce qui permet d’établir une liaison covalente entre les deux 

composés (Makamba H et al., 2003). Ceci est rendu possible grâce au champ 

électromagnétique à l’intérieur du plasma suffisamment puissant pour arracher des électrons 

aux matériaux. La surface traitée possède alors des électrons célibataires très réactifs, qui 

recréent spontanément des liaisons covalentes. Une fois le traitement effectué, il suffit de 

mettre la lame de verre en contact avec la pièce de PDMS pour que des liaisons covalentes 

puissent se former entre ces deux matériaux.  

D’autre part, le PDMS étant hydrophobe, il est nécessaire de le rendre hydrophile afin de 

pouvoir perfuser chacune des chambres avec du milieu de culture, par exemple, ou tout 

simplement pour ensemencer nos cellules. Justement, l’autre propriété du plasma est de rendre 

hydrophiles les surfaces traitées pendant une période d’environ 10 minutes, après quoi celles-

ci redeviennent hydrophobes par simple contact avec l’air. Pour cela, de l’ozone est créée à 

l’intérieur du plasma, ce qui a pour effet d’oxyder fortement les surfaces. Ainsi, les 

groupements SiCH3 (hydrophobes) deviennent localement des groupements silanol Si-OH 

(polaires). La surface du PDMS passe alors d’un état hydrophobe à un état hydrophile 

(Makamba H et al., 2003). 

C’est la raison pour laquelle, immédiatement après le lien covalent établi entre le PDMS et la 

lamelle de verre, une solution de poly-D-lysine (X100) est introduite dans les puits. Après 

réalisation, les puces microfluidiques sont placées dans des boîtes de Pétri puis stockées à 4° 

C jusqu’à leur utilisation. 

2. Adaptation à la biologie 
 

Chaque « circuit » est composé de deux chambres de cultures indépendantes, l’une dite « 

somatique » et l’autre « axonale », rectangulaires et fermées (4,5 mm de longueur, 1 mm de 

largeur et 55 μm de hauteur). Ces chambres sont séparées par 140 micro-canaux de 500 μm de 

longueur, 10 μm de largeur et 3 μm de hauteur. Par ailleurs, chaque chambre, dont le volume 

interne est d’environ 300 nl, est reliée par ses extrémités à deux réservoirs de 4 mm de 

diamètre (60 μl de volume), ce qui permet de les perfuser indépendamment. Les cellules 
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ensemencées, qui adhèrent à la lamelle de verre, poussent ainsi dans un environnement clos 

accessible uniquement par les réservoirs situés aux extrémités des chambres. Le 

renouvellement du milieu est assuré par l’écoulement généré lors du remplissage des 

réservoirs, et le « gazage » (oxygène et CO2) se fait au travers de l’épaisseur du PDMS qui 

est un polymère poreux. Une puce de culture contient de 1 (début de mon stage) à 4 (fin de 

mon stage) circuits indépendants. 

. 
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Article 1 

 

1. Présentation de l’étude et de ses objectifs 

 

Dans le contexte de maladie chronique telle que la Maladie d’Alzheimer (MA), la mort des 

neurones par apoptose, consécutivement à l’accumulation de peptide amyloïde, est un 

événement tardif dans le décours de la pathologie. Des études anatomo-pathologiques 

récentes révèlent que la destruction des neurones est précédée de phénomènes de pertes 

synaptiques et de fragmentation axonale, dont l’apparition est corrélée avec la manifestation 

des symptômes cognitifs chez les patients (Lesne S et al., 2006 ; Yuan J et al., 2000). 

L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue 

progressivement, des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »). En raison 

du phénotype très polarisé des neurones, une question majeure se pose dans les processus 

neurodégénératifs : la dégénérescence axonale (DA) est-elle la conséquence d’une atteinte 

spécifique de l’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un dysfonctionnement au niveau du 

soma neuronal (neuronopathie) ? 

La majorité des travaux visant à appréhender les mécanismes moléculaires de la DA, a été 

menée dans  le contexte de la dégénérescence Wallerienne (DW) où l’axone dégénère 

rapidement aprés axotomie. Cette dégénérescence s’effectue selon un processus actif ne 

mobilisant pas les effecteurs apoptotiques (Lesne S et al., 2006) mais impliquant le 

métabolisme d’enzymes régulant la production du NAD+ (Wirths O et al., 2007 ; Kamenetz F 

at al, 2003). Néanmoins, bien que le paradigme de la DW soit souvent utilisé comme modèle 

de la DA, sa pertinence pour la compréhension des mécanismes impliqués dans les 

dégénérescences chroniques du SNC est débattue. En effet, alors que dans la DW l’axone est 

simplement sectionné, dans une pathologie comme la MA, où les dépôts amyloïdes se font 

progressivement et de manière focale, l’agression peut théoriquement prendre place aussi bien 

au niveau pre-synaptique qu’au niveau dendritique et donner lieu à des modifications locales 

de la transduction du signal.  

C’est dans ce contexte que durant mon travail de thèse j’ai étudié les conséquences d’un 

engagement local (somatique et/ou axonal) du programme apoptotique et les conséquences de 

la dispersion de ce signal sur l’intégrité du neurone. 
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Pour cela nous avons développé, en nous inspirant des travaux de Taylor (Coleman MP et al., 

2005), un dispositif de chambres de culture microfluidiques, permettant d’isoler 

physiquement l’axone de son corps cellulaire de neurones en culture primaire. Ce dispositif 

nous permet alors d’étudier les réactions spécifiques de chacun des sous-compartiments 

neuronaux (soma-dendrite vs axone-synapse) face à des modifications de leur environnement. 

Nous pouvons grâce à cette technique, appliquer un traitement pharmacologique sur une 

portion limitée du neurone, par exemple sur le soma et en étudier les conséquences sur 

l’ensemble du neurone, en l’occurrence le soma et l’axone (qui n’a pas reçu de traitement 

pharmacologique) (Figure 44).  

                             

Figure 44 : Intérêt de la microfluidique En bleu foncé est représentée la chambre somatique ensemencée par 

les neurones en grains du cervelet (NGC) et en bleu clair est représentée la chambre distale dans laquelle se 

trouvent  les axones. Dans cet exemple, un inducteur pro-apoptotique est appliqué spécifiquement au niveau du 

compartiment somato-dendritique.  Grâce à l’isolement fluidique conféré par la microfluidique, nous pouvons 

étudier les conséquences de ce traitement pharmacologique à la fois dans la zone de traitement (ici le 

compartiment somato dendritique) mais aussi dans le compartiment distal qui n’a pas subi de traitement 

pharmacologique (Magnifico S) 

Grâce à cette technique, nous avons été capables dans un premier temps de déterminer les 

modalités qui conduisent aux phénomènes de la DA (neuropathie versus axonopathie) et dans 

un second temps de disséquer la mécanistique moléculaire qui sous-tend la DA. Ainsi, nous 

avons pu mettre en évidence, pour la première fois, que le métabolisme du NAD+ impliqué 

dans la DW ou le programme apoptotique impliqué au cours du pruning développemental 

pouvaient être ou non impliqués dans un contexte du Dying back.  
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Abstract  

In chronic degenerative syndromes, neuronal death occurs over long periods of time, 

during which cells progressively lose their axons and ultimately their cell bodies. 

Although apoptosis is recognized as a key mechanism in neuronal death, the 

molecular mechanisms involved in CNS neuron axonal degeneration are poorly 

understood. Due to their highly polarized phenotypes different neuronal sub-

compartments are likely to be targeted by small repetitive and localized aggression. 

Therefore, locally initiated deleterious signal transduction pathways could 

theoretically spread through the cytoplasm. Importantly, where axon-degenerative 

signals initiate, what these early signals are, and how they lead to axon degeneration 

are unanswered questions that limit our understanding of neurodegenerative 

diseases and our ability to identify novel therapeutic targets. In order to identify 

molecular pathways involved in axonal degeneration of differentiated neurons, here, 

using primary neurons cultured in microfluidic devices allowing the 

compartmentalization of axons and cell bodies, we shows that local application of 

pro-apotpotic stimuli on the somato-dentritic compartments triggers a dying back 

pattern involving caspase dependent axonal degeneration.  Using complementary 

pharmacological and genetic approaches we further demonstrates that NAD+ and 

grapewine polyphenols, strongly impairs axonal apoptosis and acts via mitochondrial 

SirT3 activation in axons.  
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\body 

Introduction 

Axonal and synaptic degeneration are key events in peripheral neuropathies and 

CNS neurodegenerative syndromes. In chronic neurodegenerative diseases [e.g., 

Alzheimer's disease (AD), Parkinson’s disease (PD)], axonal degeneration proceeds 

through a protracted dying-back pattern in which dysfunction of nerve terminals 

precedes neuronal cell body destruction. These events affect synaptic function and 

neuronal connectivity and may underlie early cognitive symptoms in patients with 

neurodegenerative diseases (1, 2). In these late-onset diseases, apoptosis is 

recognized as an important mechanism mediating neuronal death (3), but the 

molecular pathways involved in the early steps of axonal degeneration in the CNS 

remain largely unknown (for review see (4, 5)). Wld(s) chimeric protein and, more 

generally, NAD+-producing enzymes such as NMNAT or NamPT have been shown 

to promote a strong axo-protective effect after both axotomy and axonal pruning. One 

important question in the study of neurodegenerative syndromes is whether the 

dying-back process is primarily initiated in cell bodies or in axons. Indeed, due to 

their highly branched phenotype, neurons that project axons over long distances are 

likely to suffer local and repetitive injuries that may damage only parts of the cell, 

thus initiating abnormal signal transduction at the sub cellular level. Although it has 

long been proposed that axonal degeneration occurs independently of caspase 

activation during peripheral nerve axotomy (6), recent studies have challenged this 

notion and mounting evidence indicates that caspases are involved in developmental 

pruning of dendritic and axonal terminals (7, 8). Interestingly recent studies have 

shown that NAD+ and caspase signaling pathways may cooperate during axonal 
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pruning related degeneration (9-11). These observations suggest that modalities of 

axonal degeneration may vary according to the initial insult and/or developmental 

stage of the neurons and raises the question whether focal aggressions such as local 

oxidative burst or local production of pro-apoptotic components may trigger apoptotic 

dependent axonal degeneration and its relationship with NAD+ signaling. Importantly, 

the molecular targets mediating the axo-protective effects of NAD+ are elusive. 

Although both nuclear SirT1 and cytoplasmic SirT2 have been proposed to partially 

mediate the effect of  NAD+ upon axotomy, recent evidence has shown that 

NMNAT3, a mitochondrial NAD+ producing enzyme and targeted expression of 

Wld(s) and NMNAT1 in mitochondria pheno-copied the effect of nuclear Wld(S)  (12-

14). This suggests that NAD+ mediates its axo-protective effect at the mitochondrial 

level. Mitochondrial sirtuins which are known to impact mitochondrial bio-energetics 

and oxidative stress are attractive candidate, yet their role in axonal degeneration is 

unknown. Here, using microfluidic cell culture chambers allowing 

compartmentalization of axon terminals and cell bodies (15, 16), we describe the 

consequences of local activation of pro-apoptotic pathways on axonal fate. Using 

well characterized inducers of apoptosis, we demonstrate that while nerve endings 

are partially resistant to axonal insults, somatic induced dysfunction impairs axonal 

mitochondrial dynamic and activates axonal caspase 6 and 9 activation resulting in 

axonal degeneration. Axonal NAD+ or polyphenol application prevents mitochondrial 

fission and further axonal degeneration, revealing that apoptotic and NAD+ pathways 

cooperate in controlling axonal degeneration in CNS neurons by modulating 

mitochondrial dynamic. Finally we show that NAD+ together with polyphenols, act 

through mitochondrial SirT3 activation in axons to prevent both caspase induced 

axonal degeneration and axotomy.  



102 
 

Results 

Axons are protected from axonally applied pro-apoptotic stimuli. 

Microfluidic chips have been previously shown to allow excellent fluidic isolation of 

the somato-dentritic and axonal compartments of CNS cortical (15) and cerebellar 

neurons (16). Cerebellar granule neurons (CGN) seeded in two-compartment 

microfluidic devices projected axons from the somato-dendritic compartment through 

the filtering micro-channels to the distal compartment (Fig. 1A). The microfluidic chips 

allowed us to apply a pro-apoptotic stimulus to one pole of the cultured CGN neurons 

and to assess the effects at the other (non-treated) pole. Surprisingly, although 

staurosporine (STS) is known to activate the latent pro-apoptotic machinery in 

enucleated cells (17) and triggers widespread neuronal and axonal degeneration 

once applied at 1µM (Fig S1 A), stimulation of the axonal compartment with up to 5 

µM STS did not modify axonal health or microtubule integrity, as assessed by beta3-

tubulin staining (Fig. 1B and E). Co-treatment of CGN axons with STS (1µM) and the 

antennapedia-Bak (ant-Bak) peptide (20µM), a cell-permeable fusion peptide 

containing the Bcl2 homology 3 (BH3) domain that sensitizes cells to pro-apoptotic 

stimuli by facilitating cytochrome-c release from mitochondria (18, 19) triggered 

marked axonal mitochondrial fission and cytochrome-c release (Fig. 1B, C and D). 

This was associated with pronounced axonal degeneration (Fig. 1E), indicating that 

mitochondrial priming is an important step in axonal degeneration. While targeting of 

somato-dentritic mitochondria with rotenone, a potent inhibitor of mitochondrial 

respiratory complex I, led to a rapid and complete destruction of both somato-

dendritic and axonal compartments; conversely, axonal treatment with up to 5µM 

rotenone did not induce axonal fragmentation (Fig 1F). Local glycolitic impairment by 

lowering glucose levels (4,5 g/L to 1 g/L) enhanced rotenone activity and led to 
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caspase dependent axonal degeneration (Fig. 1 F, G and H). Finally application of 

10µM of PAC1, a direct pro-caspase activator, triggered axonal damage that was 

reversed by 50µM z-VAD-fmk further evidencing that caspase activation in axons 

dismantle axonal shaft (Fig. 1H). Taken together, our data suggest that although 

axons appear to be protected against axonal application of pro-apoptotic stimuli, 

simultaneous perturbation of axonal mitochondrial function by targeting either the 

respiratory chain or membrane permeability led to rapid axonal destruction by local 

activation of axonal caspases. 

 

Somato-dendritic application of pro-apoptotic molecules induces a dying-back 

pattern. 

Lack of depolarization caused by deafferentiation triggers CGN apoptosis, a 

phenomenon mimicked ex vivo by lowering potassium and serum concentrations in 

the cell culture medium (20, 21). KCl depletion in the somato-dendritic compartment 

triggered complete axonal degeneration within 24 hours, in the absence of any 

somato-dendritic abnormality (Fig. 2A), evidencing that axonal degeneration 

precedes somatic dysfunction and that somato-dendritic stimulation of apoptosis, is 

sufficient to recapitulate dying-back pattern. 

Mitochondria are known to control the amplification of pro-apoptotic signals, and 

alterations in their fusion/fission dynamics are associated with the early steps of 

apoptosis (22). Immuno-cytochemical analysis of axonal mitochondrial integrity 

showed that 16 hours after somato-dendritic KCl depletion, mitochondria in the distal 

axons were markedly fragmented (Fig. 2B). In order to assess whether axonal 

caspases participated in the axonal degeneration induced by somato-dendritic KCl 



104 
 

depletion, we added the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk or selective inhibitors of 

caspases 3, 6, or 9 to the axonal compartment. Axonal z-VAD-fmk partially protected 

axons from the degeneration induced by somato-dendritic KCl removal (Figures 2C 

and E) and axonal pretreatment with selective caspase inhibitors implicated 

caspases 9 and 6 but not caspase 3 (Fig. 2D). The JNK signal transduction pathway 

is known to be an early mediator of apoptotic cell death, yet its local role in axons is 

unclear. The activated form of JNK (phospho-JNK) was detected in the distal part of 

axons four hours after challenging the somato-dendritic compartment with KCl-

depleted medium, though JNK activation and was undetectable after 16 hours of 

treatment (Fig. 2F). Interestingly, while JNK activation peaked before mitochondrial 

fission, activated JNK co-localized with mitochondria in axons (Figure 2H). Both 

mitochondrial fission and axonal degeneration were prevented by 50µM SP600125 

(Fig. 2E and G), implicating both activation of JNK and mitochondrial fission as 

critical effectors of distal axonal degeneration. In order to assess whether the 

sequence of events leading to axonal destruction by caspase activation was specific 

to KCl deprivation or due to a more common process involved after local initiation of 

apoptosis, we used STS as another insult. Somato-dendritic application of 1µM of 

staurosporine triggered a pronounced somatic destruction associated with early 

axonal degeneration (Fig. S1 A and B). Time-course analysis revealed that axonal 

loss began before somatic destruction, as evidenced by a loss of actin-rich filipodias 

eight hours after stress, followed by axonal blebbing and tubulin breakdown after 24 

hours. Interestingly the degenerative process in axons was similar to that observed 

after KCl withdrawal (i.e. characterized by early JNK activation followed by local 

activation of the pro-apoptotic intrinsic pathway in axons). (Fig. S1 C and G), thus 
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demonstrating that pro-apoptotic stimuli applied exclusively on cell bodies leads to 

early axonal apoptosis. 

 

NAD+ acts on mitochondrial respiratory complex-I, preventing local 

mitochondrial fission and subsequent axonal caspase activation.  

NAD+ has been shown to promote strong axo-protective effect in Wallerian 

Degeneration. We therefore assessed whether axonal NAD+ pretreatment delayed 

CGN axonal degeneration following somatic initiation of apoptosis. NAD+ markedly 

protected axons from the effects of somato-dendritic KCl removal (Figures 3A and B) 

or STS (Fig S1 H-I) and mitochondrial fission (Fig 3C). In order to confirm the 

protective effect of NAD+ on mitochondria, we addressed whether NAD+ pretreatment 

prevented the effects of molecules that impair mitochondrial energy production. 

Axonal NAD+ prevented the degeneration of CGN axons induced by axonal 

application of rotenone (5µM) under low-glucose conditions, but it did not reverse the 

axonal toxicity of oligomycin (1µM) (Fig. 3D). These observations indicate that NAD+ 

likely acts on mitochondrial respiratory complex I, upstream of ATP synthase (the 

molecular target of oligomycin).  

 

NAD+ and polyphenols partially mediates their axo-protective effect via SirT3 

activation 

NAD+ is a known co-activator of the Sirtp2 family. We thus tested whether axonal 

NAD+ effects could involves local sirtuin activation. Sirtinol (50µM) a potent non 

selective sirtuin inhibitor reverted NAD+ axo-protective effects in our paradigm (Fig. 
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4A). Conversely polyphenol are indirect activators of endogenous sirtuins (23). We 

thus tested whether axonal Resveratrol or Piceatannol, (a Resveratrol analog), could 

impede axonal degeneration via a sirtuin-dependent mechanism. Resveratrol and 

Piceatannol each impaired KCl removal induced axonal degeneration. These effects 

were reversed by the application of FK-866 an NamPT inhibitor, and Sirtinol, but not 

by the selective Sirt inhibitors EX527 (Sirt1) or AGK2 (Sirt2) (Fig. 4B and C). 

Together with our previous observation that NAD+ acts locally at the mitochondrial 

level this result suggest that mitochondrial sirtuin mediates the axoprotective effect of 

NAD+. Among mitochondrial sirtuins, SirT3 has been previously shown to de-

acetylate key mitochondrial proteins involved in redox signaling. We thus tested the 

effect of SirT3 overexpression in KCl induced dying back and in the CGN axotomy 

experimental paradigm. As previously reported (24), overexpression of the mouse 

SirT3 long isoform in CGN led to a specific mitochondrial expression of the protein 

and had no effect on spontaneous cell survival and axonal degeneration rates (Fig. 

4D). Overexpression of murine SirT3 led to a slight but significant axonal protection 

after KCl-induced dying back (Fig 4 E and F). Strikingly, although axonal NAD+ 

exerts its axo protective effects only after a 24-hour pretreatment, co-application of 

NAD+ at the time of stress significantly potentiated the effect of SirT3 mediated 

axonal protection after somatic KCl removal (Fig 4E and F). In a previous study, we 

developed a microfluidic chip allowing axotomy of primary cortical neurons (25). 

When using a similar experimental paradigm, axotomy of CGN neurons triggered a 

fast Wallerian-like degeneration process that was insensitive to axonal application of 

z-VAD-fmk or SP600125; however, the degeneration was delayed by pretreatment of 

the axons with 5mM NAD+ (Fig. S2 A and B). Over-expression of mSirT3 triggered a 

slight but statistically significant protection against  wallerian degeneration, an effect 
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potentiated by co-application of NAD+ at the time of axonal severing (Fig. S2C and 

D). Taken together our results show that mitochondrial SirT3 are key player in 

mediating the axo-protective effects of NAD+ during both neurodegenerative related 

dying back processes and axotomy.  
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Discussion 

Apoptosis is generally accepted to be a key event triggering neuronal death in late-

onset neurodegenerative diseases (3). However, the molecular mechanisms involved 

in disease related axonal degeneration in the CNS remain largely unknown (4, 6). 

Given that the execution phase of apoptosis can be triggered in enucleated cells (17) 

and that axons are cytoplasmic extensions containing key pro-apoptotic effectors (26, 

27), we hypothesized that local apoptotic signaling could be initiated in neurons after 

focal injuries known to initiate pro-apoptotic signaling. Taking advantage of 

microfluidic systems allowing independent treatment of neuronal soma or axons, we 

show here that local somato-dentritic initiation of apoptosis leads to a rapid axonal 

degeneration involving axonal intrinsic pathway activation. On the other hand, direct 

axonal caspase activation did not lead to axonal degeneration, suggesting that axons 

seem to be protected from such local insults. However, when sensitized by 

mitochondrial priming and fission, axons become vulnerable to pro-apoptotic 

inducers. We further demonstrate that NAD+ pathways control vulnerability to axonal 

apoptosis and act though a Sirt3-dependent mechanism. 

Involvement of the apoptotic cascade in axonal degeneration. 

Insights into the molecular and cellular mechanisms involved in axonal degeneration 

have come from axotomy and developmental nerve terminal pruning paradigms, 

situations which differs markedly from chronic degeneration induced in fully 

differentiated neurons. Studies of the Wld(s) mutant mouse, which displays delayed 

axonal degeneration after acute axotomy (28), revealed that Wallerian degeneration 

is an active process dependent on calpain activity and NAD+ biosynthesis (28-30) 

and independent of Bcl2 signaling or caspase activation (31, 32). This finding led to 
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the proposal that while somatic destruction involves apoptotic signaling, axons may 

degenerate trough caspase independent processes (6). However, studies using 

different experimental paradigms have shown that local caspase activation is 

involved in controlling developmental dendritic pruning  in Drosophila (7, 33) and 

developmental axonal degeneration (8). In agreement with the literature, in our 

microfluidic chips, CGN axotomy-triggered axonal degeneration was not reduced by 

caspase subtype selective inhibitors, but was prevented by NAD+ treatment. On the 

contrary, we consistently found that axonal inhibition of caspases 6 and 9 

significantly reduced axonal degeneration after local initiation of signaling cascades 

known to trigger neuronal apoptosis. Our data imply that both the nature and the 

location of the initial insults dictate the molecular pathways involved in axonal 

degeneration and clearly indicate that pro-apoptotic pathways, once activated, are 

detrimental to axons. Interestingly, the activated form of JNK was the earliest 

mediator engaged in the distal part of the axons upon somato-dendritic initiation of 

apoptosis. Although JNK signaling in axons has been associated with axonal 

outgrowth in immature neurons (34), it was shown to delay axonal destruction upon 

axotomy (35). Our results further extend these observations by providing evidence 

that, upon local apoptotic induction, axonal JNK activation is deleterious and controls 

local mitochondrial fission and subsequent mitochondrial transition pore opening and 

caspase activation. Although the exact mechanisms by which JNK controls 

mitochondrial fission remain to be established, studies performed on cell lines have 

proposed that activated JNK can associate with mitochondrial membrane proteins 

and induce transition pore opening (36-38). One associated hypothesis is that JNK 

controls the phosphorylation state of fusion/fission-related proteins, thereby directly 

modulating mitochondrial dynamics. 
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Involvement of a NAD+ and Sirtuin-3 dependent mechanism in apoptotic 

axonal degeneration 

NAD+ and more generally NAD+ producing pathways have long been shown to 

impair Wallerian degeneration processes (39-41). However, the role of NAD+ 

signaling pathways in chronic degeneration of differentiated neurons is obscure. Our 

results showing that axonal NAD+ application prevented mitochondrial fission and 

subsequent apoptosome activation in axons strongly suggest that Wallerian 

degeneration and protracted dying-back trigger different modalities of the same 

destructive program, and that NAD+-associated signaling pathways controls 

neurodegenerative related dying-back processes by mitigating mitochondrial insults 

in axons. Interestingly, mitochondria and NAD+-dependent pathways were recently 

proposed to cooperate in controlling the developmental axonal pruning triggered by 

axonal NGF withdrawal (11). Our data further extend these observations to 

neurodegenerative insults and suggest that NAD+ acts at the mitochondrial level to 

protect axons, presumably via a modification of the redox status. Initially, both Wld(s) 

and NMNAT1 where proposed to mediates their effects trough nuclear SirT1 

activation via NAD+ production. In our paradigm, the marked axon-protective effect of 

NAD+ was not likely to be mediated by nuclear signaling because both axonal NAD+ 

or resveratrol application prevents the axonal degeneration and mitochondrial 

fragmentation induced by somato-dendritic KCl deprivation and axotomy. 

Accordingly, a recent study showed that over-expression of NMNAT3, an NAD+-

producing enzyme, in the mitochondrial matrix increased axonal resistance to 

axotomy, suggesting that NMNAT-dependent axonal protection involves modulation 

of mitochondrial function modulation (42). Taken together, these results strongly 



111 
 

suggest that during axonal degeneration, NAD+ downstream effectors lie at the 

mitochondrial level.  Sirtuins are NAD+-dependent deacetylases that counteract 

aged-related diseases phenomena. Although most investigators have focused on 

SirT1 signaling, recent findings have shown that non nuclear sirtuins exerts strong 

cytoprotective and anti-ageing properties. A large number of mitochondrial proteins 

implicated in the aging process are acetylated (43), and SirT3, but not SirT4 and 

SirT5, deacetylate a substantial proportion of mitochondrial proteins (44). 

Nevertheless, the role of SirT3 in neuronal responses to stress is not known and 

contrasting results have been obtained from SirT3 over-expression in neurons (45, 

46). Our results clearly indicate that mitochondrial SirT3 impedes both dying back-

related axonal degeneration and Wallerian degeneration by mediating the axo-

protective effect of NAD+ and grape wine polyphenols. These results are in 

agreement with studies showing that SirT3 is involved in oxidative stress responses 

in cancer cells by de-acetylating key anti-oxidant proteins (44, 47, 48). Recent results  

showed that SirT3 controlled both ATP production by deacetylating respiratory chain 

complex-I (49) and mPTP opening by regulating cyclophilinD activity (50) It is 

therefore tempting to propose that SirT3, in conjunction with NAD+ producing 

enzymes mediates its axo-protective action by controlling both axonal ATP levels and 

by decreasing the probability of mitochondrial cytochrome-c release in axons, thus 

decreasing axonal apoptotic activation. Moreover, beyond its anti-oxidant properties, 

SirT3 controls metabolic adaptation during energy limitation, a process that has been 

proposed to stem from axotomy-induced Wallerian degeneration, and neuronal 

potassium deprivation. Our results showing that SirT3-mediated axo-protective 

effects where significantly increased after NAD+ co-activation suggest that axonal 

degeneration proceeds through several converging steps involving oxidative 
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damages and energy depletion. In line with that notion, NMNAT2, a cytosolic NAD+-

producing enzyme, has been shown to be transported in an anterograde manner 

from cell somas to distal axons in peripheral neurons and to confer constitutive 

axonal protection (51). It is therefore conceivable that in addition to triggering the 

propagation of degenerative signals in axons, somatic induction of apoptosis leads to 

a decreased axonal transport of the NAD+-producing enzyme, thus rendering axons 

sensitive to degeneration. 

Axonal degeneration is an early process involved in all neurodegenerative 

syndromes. Our results enlighten the fact that local pro-apoptotic signaling leads to 

the spread of apoptotic signals in unchallenged parts of the neuron and identify, 

mitochondrial dynamic as a central gatekeeper in controlling axonal vulnerability to 

local deleterious signals. Moreover our results showing that the axo-protective effects 

of NAD+ are mediated by mitochondrial SirT3 activation may opens new therapeutic 

avenues aimed at designing selective axo-protective drugs. 
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Materials and Methods  

Microfluidic chip production  

Using photolithography, we patterned two layers of negative photo-resist SU-8 on a 

silicon wafer as previously described in more details (25). The resulting master has a 

complementary positive relief pattern of the cell culture compartment and micro-

channels. This master was used to produce several culture chambers using 

polydimethylsiloxan (Sylgard 184, PDMS). PDMS was mixed with curing agent (9:1 

ratio) and desiccated under vacuum. The resulting preparation was poured onto a 

resin replicate SU-8 and reticulated at 70°C for 2 hours. The elastomeric polymer 

print was detached and reservoirs were created using a biopsy puncher. The 

resulting piece was cleaned with isopropanol and air dried. The polymer print and a 

glass cover slip were treated for 1 minute in an air plasma generator (40% of power, 

300mTor, Diener) and bonded together. Chips were placed under UV for 15 minutes 

for sterilization, before being coated with a solution of poly-D-lysine (10 µg/ml, 

Sigma–Aldrich) overnight and washed with phosphate-buffered saline (PBS).  

 

Primary neuronal cultures and treatments 

All animals in this study were ethically maintained and used in compliance with the 

European Policy on Ethics. Primary cultures enriched in cerebellar granule neurons 

(CGN) were obtained from cerebella of 4-5 day-old Swiss mice (Janvier, France). All 

steps of dissection were done in PBS (without CaCl2 and MgCl2) + 0.1% glucose 

(Merck). Dissected structures were digested with trypsin 0.05% EDTA (Invitrogen) for 

10 min at room temperature and mechanically dissociated with a Pasteur pipette. 

After several PBS rinses, cells were re-suspended in DMEM (Invitrogen) at a final 
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density of 40 to 50 million cells/mL. Cell suspensions were then seeded in the 

somatic compartment by introducing 2 µl of the cell suspension in the upper 

reservoir: the cells flow into the chamber and adhere to the substrate within 1-2 

minutes. Cell culture medium was then added in equal amounts (40 µl) in the four 

reservoirs. Cortical neurons were grown in DMEM glutamax (Invitrogen) + 

streptomycin/penicillin (Invitrogen) + 10% FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27 

supplement without antioxydant (Invitrogen). Granular neurons were grown in DMEM 

glutamax (Invitrogen) + streptomycin/penicillin + FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27 

supplement w/o antioxydant (Invitrogen) + 20mM KCl (Sigma). Microfluidic chips 

were placed in Petri dishes containing water in order to prevent evaporation of the 

culture medium and placed in a 5% CO2 and 37°C incubator. Culture medium was 

renewed every 4 days. For transfection experiments, 3.106 freshly dissociated CGN 

were electroporated with 15µg of pEGFPN1 plasmid (Clontech) and/or 15µg of 

flagged mouse SirT3 long isoform encoding plasmid (gift from M Sack, USA), using a 

microporator (Invitrogen) according to the manufacturer recommendation.  

 

Axotomy. 

For specific experiments involving axotomy of the central parts of the axons, cortical 

or cerebellar neurons were grown in a tri-compartmental microfluidic neuron culture 

device as previously described (25). Briefly, the two culture chambers (somatic and 

axonal) are separated by a narrower (50µm) central chamber, which intersects the 

micro-channels. The total length (including the central chamber) between the somatic 

and axonal chambers becomes 500µm. Both cortical and cerebellar neurons were 

seeded in the somatic chamber and grown as described above in the 2-compartment 

microfluidic device. After 3 to 4 days, axons exiting from the first array of micro-
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channels grow through this central chamber and enter the second array of the micro-

channels to reach the distal chamber 6 days after plating. For axotomy experiments, 

10 days after seeding: the cell culture medium was removed from the two reservoirs 

of the central chambers and 15 µl of a 0.1% triton solution is introduced in the upper 

reservoir of the central chambers; keeping the two somatic and axonal chamber 

over-pressurized with 40µl of cell culture medium creates an immediate flow focused 

on the medial part of the axons, which are severed by the triton solution. The central 

chamber was then washed three times with medium, the reservoirs refilled with 

medium and the devices returned to the incubator. For control experiments, a sham 

cell culture medium containing no triton was applied to the axons. Wallerian 

degeneration of the severed axons was then monitored at various time post-axotomy. 

 

Pharmacological treatment 

 

Prior to the different pharmacological or disruptive treatments, granular and cortical 

neuronal cells grown for 10 days in the microfluidic device were examined by phase 

contrast microscopy in order to select acceptable cultures based on 3 criteria. 

Cultures presenting a somatic cell death above 10%, or less than 80% of micro-

channels containing axons less than 600 μm long, or axons with blebs were 

discarded. Before pharmacological treatment, the cell culture media was completely 

replaced. In order to ensure fluidic isolation, a hydrostatic pressure difference was 

generated by over-pressurizing the non-treated chamber as previously described (15, 

25). In cases in which both somatic and distal treatments were performed, 3-

compartment chambers were used. While keeping both the somatic and the axonal 

chamber under the same hydrostatic pressure and the central chamber slightly 
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under-pressurized, the central channel acts as a pressure drop ensuring good fluidic 

isolation of both distal chambers (25). Therefore, pharmacological compounds 

applied in the somatic compartment cannot diffuse into the distal compartment or 

vice versa. The following compounds were used: 50 nM to 5µM Staurosporine 

(Sigma) 20µM Ant-BAK BH3 peptide (Santa Cruz), 50 nM to 5 µM Rotenone 

(Sigma), 1 µM Oligomycin (Sigma), 5 mM NAD+ (Sigma), 50µM z-VAD-fmk (RD 

systems), 50µM z-VEID (RD systems), 50µM DEVD (RD systems), 50 µM z-LEDH 

(RD systems), 50 µM SP 600125 (Sigma), EX527 (Sigma), AGK2 (Sigma), Sirtinol 

(Sigma), FK866 (Santa Cruz), Resveratrol (Calbiochem), Piceatanol (Calbiochem). 

The pharmacological inhibitors were added 3 hours prior inducing stress or unless 

stated otherwise in the case of NAD+ and resveratrol, 24 hours prior treatment.  

 

Immunocytochemistry 

Immuno-staining was performed directly in microfluidic chambers, by applying 

reagents to the various compartments. Neurons were fixed with 4% 

paraformaldehyde in PBS (Sigma) for 20 minutes at room temperature. Cells were 

then washed twice with PBS for 5 minutes and permeabilized for 45 min with 0.2% 

triton X-100 and 1% BSA in PBS. Solutions of primary antibodies, diluted in PBS, 

were incubated at 4°C overnight. Cultures were rinsed 2 times for 5 minutes with 

PBS and further incubated with the corresponding secondary antibodies for 2 hours 

at room temperature. Cells were observed after rinsing and filling of the reservoirs 

with PBS. Image acquisition was performed using an Axiobserver Z1 (Zeiss) 

microscope fitted with a cooled CCD camera (CoolsnapHQ2, Roper Scientific). The 

microscope was controlled using Micro-Manager software and the images were 

analyzed using ImageJ software.  
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Neurons were immuno-stained with rabbit anti-MAP2 (1:300; Millipore), monoclonal 

anti III-tubulin (1:300; Sigma), FITC-conjugated monoclonal anti--tubulin (mouse 

IgG, 1:500; Sigma) and cyt 3 Phalloidin (1:500;Invitrogen) to reveal microtubules and 

actin cytoskeleton; mouse anti cytochrome-c (1:400; BD pharmingen), rabbit anti tom 

20 (1:400; Santa Cruz) and rabbit anti- cleaved caspase-3 and 6 (1:50, Cell 

signaling). Cells were stained with Hoechst 33342 (1:25,000; Sigma) to reveal nuclei.  

 

 

 

 

Quantification of axonal degeneration 

 

The analysis of axonal degeneration was performed after immuno-staining of axonal 

tubulin. Intact axons present a homogeneous and linear tubulin staining delineating 

the axon shaft, while blebbed or severed axons exhibit a fragmented tubulin network. 

Around 5 to 8 CGN axons exit the microchannels to reach the axonal chamber. 

These axons de-fasciculate 10 to 20µm after the micro-channel exit. CGN axon 

degeneration was thus quantified by manually counting the number of individual axon 

shafts in a rectangular region located 30µm from the micro-channel exits. For m 

SirT3 overexpression experiments, neurons where co-transfected with GFP and m 

SirT3 or empty vector constructs. Immuno-cytochemical analysis showed that more 

than 90% of GFP-expressing neurons expressed the transfected m SirT3 isoform, as 

evidenced by anti-FLAG immuno-fluorescence, after 10 days in vitro. Therefore 

axonal degeneration was quantified by counting fragmented vs intact GFP-

expressing axons in the axonal chamber. 
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Figure Legends 

Figure 1: Effect of mitochondrial targeting on axonal degeneration.  

(A) Low magnification image of a microfluidic chip seed with CGNs, after 12 days of 

culture. Overlay of phase, Dapi (blue), Map2 (red) and 3-tubulin (green) images. 

The dashed yellow lines, on the left, indicate the edge of the somatic compartment 

and those on the right indicate the boundary between the micro-channels and the 

axonal compartment. Axonal fragmentation is quantified from healthy or not healthy 

axons crossing a white box. Scale bar represents 50 µm. (B) Representative images 

of CGN axons stained for 3-tubulin, cytochrome-c, and Tom20 after a 24h axonal 

treatment with STS (1µM) and/or Ant-Bak (20µM) peptide.  Untreated (Ctrl), STS- or 

Ant-Bak peptide-treated axons did not show any sign of axonal degeneration and has 

elongated mitochondria containing cytochrome-c. In contrast, co-treatment with STS 

and Ant-Bak peptide resulted in axonal mitochondrial fission and cytochrome-c 

release associated with axonal fragmentation. The yellow dashed lines indicate the 

exit of the micro-channels. Scale bar represents 30 µm. Tom20/cytochrome-c 

images, scale bar represents 5µm. (C) Quantification of mitochondria fission, 24 

hours after axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or both. (mean ± s.e.m, n=3). 

(D) Quantification of axonal cytochrome-c / Tom20 co-localization using Pearson 

correlation coefficient, 24 hours after axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or 

both (mean ± s.e.m, n=6). (E) Quantification of axonal fragmentation, 24 hours after 

axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or both. (mean ± s.e.m, n=3). (F, H) 

Effect of axonal PAC1 (10µM) and rotenone (5µM) under high (4.5g/L, HG) or low 

(1g/L, LG) glucose conditions application on CGN axons. Distal application of PAC1 

and rotenone (LG) induced an axonal degeneration, which was prevented by axonal 
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z-VAD-fmk (50µM) application. Scale bar represents 30 µm. (mean ± s.e.m, n=3).  

(G) Axonal activated caspase 6 immunodetection after axonal rotenone application in 

low glucose condition (rot (LG)). Scale bar represents 5 µm. *P<0.05, ***P<0.001, 

paired student t-test. 

 

Figure 2: Axonal caspases are involved in the dying-back pattern induced by 

KCl deprivation.  

 

(A) Somatic KCl deprivation, on GFP transfected CGN after DIV 12, induced a dying-

back within 24h as compared to control (Ctrl). Scale bar represents 60 µm. (B) Time-

course of microtubules fragmentation assessed by 3-tubulin immuno-staining (3-

tubulin). Activated form of JNK revealed by p-JNK immuno-staining (P-JNK) in the 

axonal chamber, four to eight hours after somatic KCl deprivation. Scale bar 

represents 5 µm. (C) Activated JNK (red, P-JNK) and mitochondrial Tom20 (green, 

Tom20) immuno-staining in axons four hours after somatic KCl deprivation. The 

activated form of JNK partially colocalized with un-fragmented mitochondria. Scale 

bar represents 5 µm. (D) KCl-deprivation-induced mitochondria fission in axons (Ctrl) 

was prevented by axonal application of a JNK inhibitor (50 µM, SP600125). Scale 

bars represents 5 µm. (E, F) Somatic KCl deprivation induced marked axonal 

fragmentation without somatic cell death (dKCl-  vs Ctrl-), which was reversed by 

SP600125 (50µM, dKCl-SP600125) or z-VAD-fmk (50µM, dKCl z-VAD-fmk) 

treatment (mean ± s.e.m, n=3). Scale bar represents 40 µm. (G) Prevention of dKCl-

induced axonal fragmentation by axonal application of subtype selective inhibitors of 

caspases 9 (z-LEHD, 50µM), or 6 (z-VEID, 50µM) but not of caspase 3 (z-DEVD, 

50µM). (mean ± s.e.m, n=3). *P<0.05, ***P<0.001, ns P>0.05, paired student t-test. 
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The yellow dashed lines indicate the exit of the micro-channels.  represent vehicle 

treatment.   

 

Figure 3: Axonal NAD+ pretreatment protects against axonal degeneration 

induced by somatic KCl deprivation or axonal rotenone treatment 

(A) Somatic KCl deprivation induced pronounced axonal fragmentation without 

somatic cell death (dKCl-  vs Ctrl- ), which was reversed by NAD+ (5mM, dKCl-

NAD+). Scale bar represents 40 µm. (B) Quantification of axonal degeneration after 

somatic KCl deprivation alone or with axonal application of NAD+(5mM), (mean ± 

s.e.m, n=3). (C) Quantification of axonal mitochondrial fission induced by somatic KCl 

deprivation. Axonal NAD+ pretreatment prevents mitochondrial fission. (mean ± 

s.e.m, n=3). (D) Quantification of the axo-protective effect of NAD+ against axonal 

rotenone (5µM) in low glucose conditions or axonal oligomycin (1µM) application 

(mean ± s.e.m, n=3).  ***P<0.001, ns P>0.05, paired student t-test.  represent 

vehicle treatment.   

 

Figure 4: A mitochondria Sirtuin deacetylase (SirT3) confers axonal protection 

effect against KCl induced dying back and axotomy.  

(A) The axonal protection confers by NAD+ (5mM) after a somatic KCl deprivation 

treatment is reverted by 50µM of Sirtinol (dKCl- NAD+ + Sirtinol). (mean ± s.e.m, 

n=3). (B) A SirT3-Flag (red) transfected CGN colocalizes with GFP transfected CGN. 

Moreover, a SirT3-Flag overexpression do not induced a cell death. Finally, a FLAG 

immuno-labeling colocalizes with MitoDsred inside the axons (Tubulin + Flag), 
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showing that in our studies, we able to see a SirT3-Flag labeling in axonal 

mitochondria.  (mean ± s.e.m, n=3). (C) A somatic KCl deprivation of GFP 

transfected CGN after DIV 12, induced a dying-back within 24h as compared to 

control (Ctrl- ), which was partially reverted by SirT3-Flag over-expression. 

Interestingly, while extemporaneous NAD+ treatment induces no axonal protection in 

GFP-transfected CGN, it induced a strong axonal protection in SirT3-Flag transfected 

CGN. Scale bar represents 40 µm. (D) Quantification of axonal degeneration after 

somatic KCl deprivation on GFP or SirT3 -Flag-transfected CGN,  with or without 

axonal application of NAD+ (5mM), (mean ± s.e.m, n=3). (E-F) The axonal protection 

conferred by resveratrol (5mM) after a somatic KCl deprivation treatment was 

reverted by 5µM of FK866 (dKCl- resveratrol+FK866) and 50µM Sirtinol (dKCl- 

resveratrol+Sirtinol). Scale bar represents 40 µm. (F) Quantification of axonal 

fragmentation, after somatic KCl deprivation, While axonal protection conferred by 

resveratrol after somatic KCl deprivation, was reverted by FK866 and Sirtinol,  a co 

treatment with 50µM of  AGK2 (resveratrol+AGK2) and 50µM of 

EX527(resveratrol+EX527) had not effect. A piceatanol (10µM) treatment had a 

similar protective effect as resveratrol (mean ± s.e.m, n=3). These data suggest that 

resveratrol could be an activator of SirT3. *<P0.05, **<P0.01, ***P<0.001, ns P>0.05, 

paired student t-test.  represents vehicle treatment.   
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Supplementary Figures and Legends 

Figure S1: Axonal caspases and NAD+ metabolism are involved in STSinduced 

dying-back pattern. 

(A)Time sequence analysis of axonal β3-tubulin (green) and actin (phalloidin, red) in 

distal axons either untreated (Ctrl) or treated with 1μM somatic STS. Scale barre 

presents 5 μm. (B) Quantification of cell death and axonal fragmentation after 

somatic STS treatment (mean ± s.e.m, n=3) (C) Representative images of somatic 

(left, stained with DAPI) and axonal chambers (right, stained with β3-tubulin) of 

CGNs 

treated (STS- ϕ / SP600125/ z-VAD-fmk) or not (Ctrl- ϕ) with somatic STS (1μM). 

The dashed gray lines on the left, indicate the edge of the somatic compartment and 

those on the right indicate the boundary between the micro-channels and the axonal 

compartment. Twenty-four hours (24H) after application, STS-induced axonal 

fragmentation is delayed by SP 600125 (50μM) or z-VAD-fmk (50μM) axonal 

treatment. Scale bar represents 30 μm. (D) Quantification of axonal fragmentation 

after somatic STS treatment and axonal treatment with SP600125 (50μM) and z-

VAD-fmk (50μM). (E) The activated form of JNK is detected by p-JNK immunostainin  

(red) in the axonal chamber only after somatic STS treatment (STS vs Ctrl) before 

axonal fragmentation. Axonal integrity is assessed by β3-tubulin staining (green). 

Scale bar represents 5 μm. (F) Co-immunolabeling of Tom20 (red) and cytochrome-c 

(green) in CGN distal axons, 18 h after somatic application of 1μM STS. Under 

control conditions (Ctrl), the mitochondrial network is filamentous and cytochrome-c 

co-localizes with tom20, the mitochondrial marker. CGN axons treated with somatic 

STS (1μM) display a punctuate tom20 labeling, characteristic of mitochondrial fission, 

that is associated with poor cytochrome-c colocalization. Scale bar represents 5 μm. 
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(G) Quantification of axonal fragmentation after somatic STS treatment and axonal 

(distal) treatment with a specific inhibitor of either caspase 9 (z-LEHD, 50μM), 

caspase 6 (z-VEID, 50μM) or caspase 3 (z-DEVD, 50μM). Inhibitors of caspases 6 or 

9, but not of caspase 3, protect axons from STS-induced degeneration (mean ± 

s.e.m, n=3). (H-I) Representative images of somatic (left, stained with DAPI) and 

axonal chambers (right, stained with β3-tubulin) of CGN treated (STS- ϕ or NAD+) or 

not (Ctrl- ϕ) with somatic STS (1μM). Axonal NAD+ pretreatment completely prevents 

STS-induced dying back, mean ± s.e.m, n=4. Scale bar represents 20 μm.*p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, paired Student’s t-test. ϕ represents vehicle treatment. 

Figure S2: Axonal NAD+ pretreatment and Sirt3 protects against axonal 

degeneration induced by axotomy. 

(A) Representative overlay of phase contrast and β3-tubulin immuno-staining (green) 

channel images. CGN are cultivated for 12 DIV in 3-compartmented chip comprising 

a third channel allowing a fluidic access to the central part of the axons. Axons 

coming from the somatic chamber grow in the first part of the micro-channels, then 

cross the central chamber and enter the second array of micro-channels to reach the 

distal chamber (before axotomy). Just after axotomy the distal CGN axons show no 

sign of axonal degeneration, but six (6) hours after axotomy the CGN axons are 

completely fragmented. Axonal NAD+ (5mM) pretreatment delays axotomy-induced 

axonal degeneration. Scale bar represents 40 μm. (B) Quantification of axonal 

degeneration 6 hours after axotomy with or without axonal z-VAD-fmk (50μM), 

SP600125 (50μM) or NAD+ (5mM) pretreatment. (mean ± s.e.m, n=4). (C-D) 

Representative images showing GFP-stained axons in the distal compartments after 
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axotomy (see S3C). While six (6) hours after axotomy the pGFP transfected CGN 

axons are completely fragmented, the pSIRT3-Flag transfected CGN axons are 

partially protected from degeneration. This axonal protection increases after axonal 

co-treatment with 5mM NAD+ (Axo pSIRT3+ NAD+) as compared to NAD+ alone 

(pGFP NAD+). Scale bar represents 40 μm. mean ± s.e.m, n=3. *p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001, paired Student’s t-test. 
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2. Apport de l’étude  

 

Grâce à la microfluidique, un outil permettant la compartimentalisation efficace des axones et 

des somas de neurones issus du SNC, nous mettons en évidence qu’un stress appliqué 

uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire une dégénérescence 

axonale (DA). De façon surprenante, l’axone commence à se fragmenter alors que le corps 

cellulaire  « stressé » ne présente aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de 

dégénérescence se soit propagé dans l’axone depuis le soma (propagation antérograde de 

facteurs destructeurs). D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK impliquée dans les 

phases précoces de l’apoptose est ici le premier signal observé dans l’axone, contrôlant la 

fission des mitochondries et l’activation des caspases qui sont les effecteurs moléculaires de 

la phase d’exécution de l’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement 

utilisé pour faire référence à la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre à l’axone. De plus, 

nous avons démontré que le NAD+, un élément clef dans la bioénergétique du neurone, est 

aussi impliqué dans la protection axonale au travers de l’activation de SIRT3, une deacetylase 

NAD+ dépendante localisée dans les mitochondries. Ainsi nos résultats suggèrent que le 

NAD+ et le programme apoptotique puissent ensemble participer au devenir de l’axone.  

2.1.   Les axones montrent un certain degré de résistance face aux agressions 

pro-apoptotiques 

De façon surprenante, l’application sur la portion distale de l’axone de molécule pro 

apoptotique, 5µM de Staurosprine (STS), n’induit pas de DA, alors que 500nM de STS sont 

suffisants pour provoquer une apoptotose neuronale massive. Par contre, un co-traitement 

STS avec le peptide Antennapedia-Bak, connu pour faciliter le relargage de cytochrome-C, 

induit une fission mitochondriale et un relargage de cytochrome-C,  associés à la DA. D’autre 

part, nous constatons que l’axone ne fragmente pas s’il est mis en contact avec de la rotenone, 

un inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire, à moins que la glycolyse axonale ne soit 

perturbée par un milieu appauvri en glucose (1g/l au lieu de 4.5g/l ; rot LG). De façon 

complémentaire, nous constatons que cette DA est caspase-dépendante, puisque celle-ci est 

ralentie lorsque les caspases sont inhibées. En conclusion, même si l’axone semble résistant 

face à des stimuli pro-apoptotiques, il est possible d’induire une DA caspase-dépendante, sous 

certaines conditions.  
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2.2.     Une application somato-dendritique de molécules pro-apoptotiques induit 

un dying back pattern 

Une déprivation en chlorure de potassium (dKCl) sur les corps cellulaires de Neurones en 

Grains de Cervelet (NCG) est suffisante pour induire un Dying back (perte de l’axone sans 

destruction du corps cellulaire). D’un point de vue moléculaire, les événements de fission 

mitochondriale associés à la fuite de Cytochrome-C et suivis par une activation des caspases 6 

et 9, participent à la DA. De façon complémentaire, la forme active de JNK (P-JNK), détectée 

dans la portion distale des axones 4 heures après un traitement au dKCl et colocalisée avec les 

mitochondries, est également impliquée dans la DA. A noter que toutes ces observations sont 

aussi valides lors d’un traitement à la STS. A la lumière de ces résultats, il semble donc que 

P-JNK et les événements de fission mitochondriale soient des effecteurs précoces critiques 

pour le devenir de l’axone.   

2.3.     Le NAD+ qui protège de la DW et du Dying back, protège également de DA 

induit par un traitement à la roténone, un inhibiteur du complexe I de la chaîne 

respiratoire.     

L’effet axono-protecteur de la protéine Wld(s) peut-être récapitulé par un prétraitement au 

NAD+ (Araki T et al., 2004). En utilisant le modèle d’axotomie élaboré au laboratoire et 

décrit dans une précédente étude (Kilinc D et al., 2011), nous avons montré qu’un 

prétraitement au NAD+ protège de la DW. Nous avons ensuite testé si oui ou non un 

prétraitement au NAD+ peut protéger de la DA dans le contexte du dying back. De façon 

remarquable, 5 mM de prétraitement au NAD+ appliqués au niveau de la portion distale de 

l’axone, retardent la DA induite par une déprivation en KCl ou un traitement à la STS. De 

plus, nous constatons que cet effet axono-protecteur est associé à une diminution de la fission 

mitochondriale. Dans le but de confirmer, l’effet protecteur du NAD+ sur les mitochondries, 

nous testons si 5mM de prétraitement au NAD+ peuvent protéger de l’altération du 

fonctionnement de la chaîne respiratoire des mitochondries au niveau axonal. Alors qu’un 

prétraitement au NAD+ protège de la roténone LG, cela ne protège pas d’un traitement à 

l’oligomycine, connue pour inhiber l’ATP synthase. Ces résultats semblent donc indiquer que 

le NAD+ agit probablement sur le complexe I de la chaîne respiratoire, en amont de l’ATP 

synthase. 
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2.4.     L’effet axono-protecteur du NAD+ et des polyphénols est potentiellement 

associé à l’activation de SIRT3.  

Le NAD+ est décrit comme un co-activateur des Sirtuines (Sauve AA et al., 2002). Par 

conséquent, nous testons si l’effet axono-protecteur du NAD+ peut impliquer une activation 

locale des sirtuines.  Dans notre étude, nous constatons par une approche pharmacologique 

(activateurs et inhibiteurs des sirtuines) que la DA est un mécanisme sirtuines-dépendant.  Si 

on corrèle ces résultats avec les précédentes observations qui indiquent que le NAD+ semble 

agir localement sur la mitochondrie, nous suggérons que l’effet axono-protecteur du NAD+ 

est associé avec l’activation de la sirtuine mitochondriale, SIRT3. Nous constatons par une 

approche génétique (la surexpression de SIRT3), que cette molécule est un acteur clef dans 

l’axono-protection conférée par le NAD+ à la fois dans le paradigme du Dying back et de la 

DW.  

3. Conclusion 
 

Jusqu'à maintenant les études menées à partir de la protéine Wld(s), ont révélé que la DW est 

un processus actif dépendant de l’activité des calpaïnes et de la biosynthèse de NAD+ et 

indépendant de l’activation des caspases ou de la signalisation Bcl-2 (Finn JT et al., 2000 ; 

Whitemore AV et al., 2003). Ces résultats ont amené à proposer l’existence d’un mécanisme 

destructeur spécifique à l’axone caspase-indépendant (Yan T et al., 2010 ; Raff MC et al., 

2004). Toutefois, dans d’autres contextes comme celui du pruning développemental, des 

études ont montré que les caspases étaient impliquées (Nikolaev A et al., 2009 ; Kuo CT et 

al., 2006 ; Awasaki T et al., 2006). En accord avec la littérature, la DW induite après 

axotomie dans notre dispositif microfluidique, n’est pas retardée en inhibant les caspases alors 

qu’elle l’est  suite à un prétraitement au NAD+. A contrario, nous trouvons qu’en plus du 

NAD+, une inhibition de JNK et des caspases 6 et 9 retarde de la DA dans le paradigme du 

Dying back. De plus, nous constatons qu’une activation locale des caspases dans l’axone 

induit une DA. Ces résultats semblent donc indiquer que la voie de signalisation impliquée 

dans la DA est dictée par la nature du stress à l’origine de la DA et qu’une fois le programme 

apoptotique activé, cela conduit à la DA. Toutefois, les mécanismes moléculaires impliqués 

dans le devenir de l’axone ne sont pas forcement exclusifs de la DW ou du Dying back. Nos 

résultats ont en effet mis en évidence que le métabolisme du NAD+ via l’activation de SIRT3, 

confère une axono-protection à la fois dans le contexte de la DW et du dying back. Cette 
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étude permet donc de mettre en évidence pour la première fois l’existence d’un mécanisme 

axonal protecteur, commun à la DW et au Dying back (Figure 45).  

 

Figure 45 : Schéma récapitulatif des données obtenues d’après notre étude. Alors que les programmes de 

destruction intrinsèques à l’axone entre la DW et le Dying back semblent être distincts, il semble d’après notre 

étude qu’il existe un mécanisme protecteur commun à l’axone qui fasse intervenir le métabolisme du NAD+ et 

l’activation de SIRT3.  (Magnifico S) 
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Article 2 (en cours d’écriture) 

 

Local β-amyloid peptide deposits induce an axonal dying back pattern and 

trans-synaptic tau hyperphosphorylation in reconstructed neuronal 

networks. 

Magnifico S, Deleglise B,  Duplus E, Vignes M, Belle M, Viovy JL, Peyrin JM and Brugg B 
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Article 2 

 

1. Présentation de l’étude et de ses objectifs 

 

Dans un second temps, nous avons cherché à déterminer si nos résultats issus de la première 

étude pouvaient être transposables dans un contexte neuropathologique comme la Maladie 

d’Alzheimer (MA). En effet, comme je l’ai mentionné en introduction, il a été proposé que le 

neurone dégénère selon un mode dit du Dying back dans les maladies neurodégénératives 

(Raff MC et al., 2002). Dans ce contexte, nous nous sommes demandé si l’application du 

peptide A sur la portion somato-dendritique de neurones corticaux murins, pouvait suffire à 

induire un dying back. De plus, nous avons cherché à déterminer si les acteurs moléculaires 

impliqués dans la DA après stimulation à la STS et au DkCl, étaient aussi recrutés après 

stimulation au peptide A.  

D’autre part, il existe un débat concernant l’effet toxique du peptide A lorsque celui-ci est 

positionné à proximité de l’axone. En effet, alors que certaines études mettent en évidence le 

caractère « axono-toxique » du peptide (Tsai et al., 2004), d’autres études démontrent le 

contraire (Adalbert et al., 2001). Il s’agit donc pour nous de déterminer pourquoi il existe une 

dissonance concernant le potentiel effet axono-toxique du peptide A et comment peut-on 

réconcilier ces deux évidences contradictoires.  

Comme nous l’avons vu dans notre première étude, l’axone est plus résistant que le corps 

cellulaire face à un traitement pharmacologique de type roténone, connu pour endommager la 

respiration mitochondriale, mais pas suffisant pour induire de la DA (Magnifico et al., 2012, 

article en cours d’écriture). Dans le cas où nos résultats s’appliqueraient au peptide A, il 

s’agit de déterminer pourquoi l’axone semble plus résistant que le corps cellulaire. En 

s’appuyant sur nos résultats et sur les études qui ont montré que le peptide A induit de la 

fission mitochondriale, sans pour autant être associé à de la DA, nous proposons un scenario 

selon lequel un signal protecteur en provenance du corps cellulaire, en l’occurrence un 

transport antérograde de mitochondries saines, pourrait tamponner l’effet délétère des toxines 

appliquées sur la portion distale de l’axone (Figure 46).  
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Figure 46 : Scenario proposé pour expliquer la relative résistance de l’axone  face à un stress.  Dans notre 

scenario, la propagation antérograde d’un signal protecteur provenant du corps cellulaire pourrait participer à la 

survie de l’axone, lorsque celui-ci est stressé par du peptide A 25-35.  Nous avons représenté ici par des flèches 

jaunes, des mitochondries saines se dirigeant vers l’axone, qui pourraient représenter ce signal protecteur 

(Magnifico S).  

Dans le but de tester cette hypothèse, nous avons utilisé des traitements pharmacologiques 

connus pour diminuer le transport antérograde de mitochondries et ainsi espérer rendre 

l’axone plus susceptible à une toxine. 

Pour cela, nous avons procédé de plusieurs manières ;  

Soit en stressant le corps cellulaire avec des doses sub-toxiques de glutamate, soit en 

appliquant du peptide A, au niveau de la portion proximale de l’axone à l’aide d’une puce 

microfluidique composée d’une troisième chambre de culture (Figure 47) (Kilinc D et al., 

2011).  
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Figure 47 : Illustration d’une puce microfluidique tri-compartimentée. Représentée en violet, une puce 

normale constituée de deux chambres de culture. Dans le rectangle à gauche, la chambre dite « somatique » et 

dans le rectangle à droite la chambre dite « distale » ou « axonale ». A la différence d’une puce microfluidique 

bi-compartimentée, une troisième chambre représentée en bleu clair, vient s’intercaler entre les deux chambres 

périphériques. Cette chambre  dite « centrale »  est constituée de la portion proximale des axones (Magnifico S).  

Grâce à cette chambre centrale, il est alors possible d’appliquer une toxine sur la portion 

proximale de l’axone  et d’en étudier les conséquences sur l’ensemble du neurone (Kilinc D et 

al., 2011). Le peptide A étant connu pour diminuer le transport antérograde des 

mitochondries (Calkins MJ et al., 2011 ; Calkins MJ et al., 2011), nous l’avons appliqué sur la 

portion centrale de l’axone. Dans le même temps nous avons stressé la portion distale de 

l’axone avec la roténone. A la différence des autres études in vivo ou in vitro, nous sommes 

capables d’étudier les conséquences d’une application combinée de plusieurs stress sur 

l’ensemble du neurone.  

Enfin, après avoir apporté des éléments de réponse concernant les mécanismes moléculaires 

et les modalités conduisant à la DA,  nous nous sommes demandé si le dying back étudié dans 

la situation d’un neurone isolé était valide lorsque celui-ci était connecté à un autre neurone. 

Ces résultats ont pu être apportés grâce à Bérangère Deleglise, une doctorante en 2
ème

 année, 

qui a mis au point un modèle de la voie perforante (qui constitue la voie d’entrée corticale au 

niveau du gyrus denté situé dans l’hippocampe, clairement affectée dans les phases précoces 

de la MA). Pour cela, elle a réalisé un réseau neuronal orienté entre des neurones corticaux 

situés dans le compartiment somatique et des neurones issus d’hippocampes ensemencés dans 

le compartiment distal (Peyrin JM et al., 2011).  
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Abstract 

 

In Alzheimer’s disease, neurodegeneration occurs over a long period of time, in 

which neurons progressively lose their axons and ultimately their cell bodies. 

Although apoptosis is recognized as a key mechanism in neuronal death, the 

molecular mechanisms involved synaptic and axonal degeneration in CNS neurons 

are poorly understood. In addition recent studies reveal that the degenerative 

process seems to spread trans-synapticaly along neuronal networks. Here, we used 

microfluidic devices allowing the compartmentalization of axons and cell bodies to 

culture primary neurons and reconstruct oriented neuronal networks. We applied β-

amyloid peptides locally to the different subparts of cortical neurons and observed 

that cortical somato-dendritic application triggers a caspase-dependent dying back 

process. Interestingly the distal application of β-amyloid on the axons do not induces 

by itself axonal degeneration probably due to an anterograde spread of a somatic 

protective signal. We then studied the consequences of such stress in a cortico-

hippocampal network. The cortical somato-dendritic application leads to a rapid 

cortical pre-synaptic loss concomitant with a hippocampal tau-hyperphosphorylation 

which could be prevented by a NMDA antagonist. This is the first demonstration that 

a localized Aβ stress is able to induce a glutamate dependent postsynaptic tau-

hyperphosphorylation in a neuronal network, a pre-acquisition for fibrillar tangle 

formation.   
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Introduction 

Alzheimer's disease (AD) is characterized by synaptic impairment associated with 

neuronal disconnection, which have been proposed to account for early cognitive 

symptoms in affected patients (Arendt, 2009; Medana & Esiri, 2003; Wirths et al, 

2007). By contrast, apoptosis, widely recognized as a key event in AD, seems to be 

rather a late event in the degenerative process (Yankner & Lu, 2009). The two main 

molecular hallmarks that caracterizes AD are the extra- cellular accumulation of β-

amyloid (A) and the intracellular appearance of neurofibrillary tangles, bundles of 

self-assembled hyperphosphorylated Tau (TauHP+) proteins (Morris et al. 2011). A 

certain amount of evidences prone for a causal role for A  in the pathophysiology of 

AD, however neurons issue from Tau-KO mice failed to show any signs of 

degeneration in presence of A. This provides direct evidence supporting a key role 

for Tau in A -induced neurodegeneration (Rapoport et al. 2002). However the link 

between A and Tau and their respective roles in the pathogenic process remains 

unclear.  

In AD, progressive accumulation of β-amyloid peptide has been described as 

discrete foci in various brain areas (Adalbert et al, 2009; Grutzendler et al, 2007; 

Ivins et al, 1998; Tsai et al, 2004). Neurons are highly polarized, they send their 

axons over long distances thus, considering the focal Aβ accumulation they are likely 

to suffer from local injuries that may damage only subparts of the cell. This could 

initiate local deleterious signaling that may nonetheless spread in the neuronal 

cytoplasm and lead to local and/or distant dysfunctions within the neuron. Moreover, 

increasing histopathological studies (Braak et al., 2006) show that Aβ accumulation 
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and hyperphosphorylation of Tau extent to other brain areas during the disease 

progression. This recently leads to the proposal that hallmarks/degenerative 

processes could propagate trans-synaptically along neuronal pathways but the 

mechanisms of degeneration spreading are still unknown. β-amyloid peptide is 

known to trigger tauHP+ and apoptotic neuronal death when applied to entire neurons 

ex vivo (Zempel H et al 2010,Yankner & Lu, 2009). Whether subcellular localized β-

amyloid deposits (somatic, dendritic, axonal) can lead to local degenerative signals 

or global neuronal degeneration is still debated. Another pending question is whether 

this type of local insults can lead to degenerative signals such as TauHP+ that could 

not only spread within the targeted neuron but also propagate throughout 

interconnected neurons, distant from the initial insult.  

In this study we used microfluidic cell culture chambers, first to compartmentalize 

axons terminals from cell bodies of cortical neurons (Paul et al, 2011; Taylor et al, 

2005), we demonstrate that axons are partially resistant to axonal A exposure, while 

somatic amyloid accumulation triggers an anterograde apoptotic degeneration signal 

in axons. Secondly, using another microfluidic chamber developed in our lab we 

reconstruct a cortico-hippocampal neuronal network and show that somato-dendritic 

deposits of A-peptide on cortical neurons trigger a rapid presynaptic disconnection 

followed by typical axonal dying back pattern. Before any axonal and somatic cortical 

degeneration, such presynaptic disconnection induces also postsynaptic alterations 

in the interconnected hippocamplal neurons such as somato-dendritic tauHP+ a 

process that can be blocked by NMDA antagonists. Our results show for the first time 

that a somatic β-amyloid insult can induce anterograde degenerative signaling that 
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lead to a trans-synaptic NMDA dependent Tau hyperphosphorylation in a post-

synaptic neuron.  

Results 

Somato-dendritic application of Aβ peptide induces caspase-dependant  dying 

back pattern.  

Microfluidic chips are powerful tools allowing the compartmentalization of CNS 

neurons by separating the somato-dentritic compartment of neurons from the distal 

part of their axons while ensuring an excellent fluidic isolation between the somatic 

and axonal compartments (Taylor et al, 2005). We thus designed similar microfluidic 

platforms in order to compartmentalize mouse cortical neurons (Paul et al, 2011). As 

shown in Figure 1A, cortical primary neurons seeded in two-compartmented 

microfluidic devices efficiently project their axons from the somato-dendritic 

compartment to the distal compartment through the filtering micro-channels. MAP-2 

dendritic-tree analysis and Hoechst nuclear chromatin staining indicate that 99% of 

the seeded cortical neurons are healthy after two weeks in culture. In addition, they 

do not show any sign of axonal degeneration in the distal chamber as assessed by 

beta3-tubulin staining of axonal shafts (Figure 1B). 

The intrinsic fluidic isolation provided by the microfluidic chips allows us to locally 

challenge subparts of the neuron to study the local consequences and the potential 

degenerative spread in the unchallenged parts of the neuron. To assess whether 

somatic and/or axonal β-amyloid peptide deposits could trigger an axonal 

degeneration process in cortical neurons cultured in microfluidic chambers, we locally 
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applied 30µM of 25-35 β-amyloid peptide on different sub-parts of neuron. As shown 

in Figure 1A, somato-dendritic application of fibrillar β-amyloid peptide induced 

cortical axon degeneration within 72 hours without affecting somatic viability. This 

process involved the activation of caspases, as the axonal application of z-VAD-fmk 

(50µM), a pan-caspase inhibitor delayed axonal degeneration (Figure 1A and 1B). 

Therefore, our results clearly show that extra-cellular β-amyloid deposition in the 

somato-dendritic compartment induce a anterograde signal spreading that initiate a 

dying back pattern (distal to proximal axonal degeneration) in cortical neurons.  

Anterograde transport of healthy mitochondria confer the axonal resistance 

against amyloid toxicity  

Surprisingly, local application of 30µM of 25-35 β-amyloid peptide directly on cortical 

axons failed to induce any significant axonal degeneration (Figure 2A and B). As 

excitotoxicity has been proposed to play a central role in β-amyloid peptide induced 

apoptosis, we asked whether treating cortical somata with sub-toxic doses of 

glutamate could modify axonal sensitivity to extracellular amyloid deposits. Previous 

studies have shown that low doses of glutamate impair axonal transport (Ackerley et 

al, 2000; Hiruma et al, 2003). Time-lapse analysis of axonal mitochondria transport 

showed that somatic glutamate (10µM) treatment decreased anterograde 

mitochondrial transport (Figure 2C) without modifying somatic or axonal integrity 

(Figure 2A and B). However, as shown in Figure 2A and B, while axonal β-amyloid 

peptide deposition did not trigger axonal degeneration per se, when applied 

simultaneously with subtoxic doses of glutamate to the somata, it triggered an 

important axonal fragmentation. These experiments indicate that impairing somato-

dendritic compartment function by perturbing glutamatergic neurotransmission 
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dramatically enhances axonal susceptibility to β-amyloid treatment, involving 

potentially mitochondrial transport alterations. Therefore, we ask whether 

anterograde transport of healthy mitochondria could confer the axonal resistance 

against amyloid toxicity. Rotenone is a potent mitochondria complex 1 inhibitor, 

surprisingly its application (up to 10µM) on the distal part of the axon failed to induce 

any sign of axonal degeneration even 72h later  (Figure 3B and C) (whereas only 

500nM of somatic rotenone treatment induce a huge cell death within 24 hours, data 

not shown). As it has been shown that β-amyloid alters the mitochondria transport 

(Calkins MJ et al, 2011)) we used a tri-compartmental chamber, developed in our lab 

(Kilinc et al 2011) (Figure 3A) to apply concomitantly β-amyloid deposit on the central 

part of the axon with distal rotenone treatment. This co-treatment induces a strong 

axonal fragmentation (Figure 3B and C). These experiments suggest that 

mitochondria could take part to the positive signal coming from the soma to protect 

the axon. 

Cortical application of Aβ on a reconstructed cortical-hippocampal network 

induces a rapid synaptic disconnection.  

To test how cortical neurons behave to somato-dendritic application of Aβ peptide in 

a neuronal network we used a microfluidic culture platform that enables in vitro 

reconstruction of oriented neuronal networks (Peyrin et al. 2011). Using asymetrical 

micro-channels called “axonal diodes”, allowing a directed and efficient 

reconstruction of a neuronal network (Figure 4A), we modeled and characterized a 

cortico-hippocampal network. Figure 4A illustrates a phase contrast picture of 

primary cortical neurons from the neocortex emitting axons on hippocampal neurons. 

Such oriented network could be maintained routinely up to 2-3 weeks in vitro. To 
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reveal cortico-hippocampal synaptic connections, 14 days old cultures were fixed and 

immunostained for MAP-2 to visualize hippocampal neuron arborization, -tubulin to 

mark cortical axons and hyppocampal architecture and synaptophysin to mark pre-

synaptic sites. Figure 4B shows cortical axonal fibers (green) projecting toward 

hippocampal dendrites (blue) and establishing synapses (in red). Since axons from 

hippocampal neurons are able to form also auto-synapses cortico-hippocampal 

presynaptic labeling can be difficult to analyze due to the huge amount of presynaptic 

platforms with classical presynaptic labeling, we thus test different presynaptic 

markers and found that -synuclein gave us an easier visualization for quantification 

of presynaptic sites formed by axon terminals of cortical neurons.  Figures 4C and D 

reveal -synuclein positive synapse on hippocampal cultures in absence or in 

presence of cortical fibers (Figure 4C’ and D’). This result shows clearly that -

synuclein is the adequate marker to visualize and fellow cortico-hippocampal 

synapse formation and disconnection. This approached was used to monitor synaptic 

disconnection after application of a somato-dendritic β-amyloid peptide stress on 

cortical neurons (Figure 5A). Such stress induces after 24 hours a nearly tree fold 

loss of cortical-hippocampal synapses (Figure 5D), whereas axons are still 

undamaged at this time point as show -tubulin staining (Figure 5B and C).  Axons 

starts to degenerate by a dying back pattern similar to those observed on 

unconnected cortical after 24 hours of treatment. 

Tau hyperphosporylation after local Aβ peptide administration.  

At the same time where synaptic loss is observed, the morphological observation of 

the post-synaptic hippocampal neurons do not revealed any alteration of the dendritic 
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arborization (data not shown). Nonetheless, we wonder if it could even so leads to 

moderate early functional hippocampal alterations. Since Aβ peptide induces tauHP+ 

in vivo and in vitro triggering a decreased microtubule stability and neurofibrilar 

tangle formation (Morris et al. 2011). First, we observed an increased tauHP+ in 

cortical axons cultured without hippocampal neurons 24 hours following cortical Aβ 

treatment (Figure 6B and C). We then asked whether local cortical Aβ peptide 

deposits could induce distant hippocampal tauHP+. The basal and homogeneous 

level of tauHP+ observed in control conditions was increased in the post-synaptic 

neurons 24 hours after cortical somato-dendritic Aβ treatment. This post-synaptic 

tauHP+ is particularly concentrated in the cell body of hippocampal neurons rather 

than in distal dendrites (Figure 6D and E). Interestingly, this post-synaptic alteration 

of Tau phosphorylation occurs concomitantly to the pre-synaptic cortical loss. This 

increase is prevented by a NMDAR antagonist (MK801) hippocampal pre-treatment 

(Figure 6E). This is the first demonstration that a localized Aβ stress is able to induce 

a glutamate dependent postsynaptic tauHP+ in a neuronal network. 

Discussion 

At the single-cell level, neurodegeneration in AD occurs through a protracted dying 

back pattern involving synaptic terminal deficits, axonal collapse, and ultimately, 

somatic destruction (Duyckaerts et al. 2009; Braak et al 2006). However, currently it 

is not clear whether the distal degeneration observed is caused by a direct and local 

accumulation of β-amyloid peptide in vicinity of the axon or by an induction of the 

dying back pattern at somatic level.  
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Our results show that a local somato-dendritic application of β-amyloid peptide is 

sufficient to trigger a dying back pattern leading to a distal to proximal axonal 

degeneration, before any somato-dendritic abnormalities appearance. Moreover, a 

local axonal inhibition of caspases delayed axonal degeneration induced by somato-

dendritic Aβ deposits. All together, these data suggests an anterograde destructive 

signal-propagation, leading to caspase-dependent axonal fragmentation (Nikolaev A., 

et al 2009).  

Contradictory results on the local axonal effect of β-amyloid deposits, have been 

reported in the literature. In some cases, β-amyloid plaques on axons triggered 

neuritic damages (Tsai et al. 2004; Grutzendler et al. 2007), whereas in other reports, 

β-amyloid plaques had no deleterious effect (Adalbert et al. 2009). In our 

experiments, axonal β-amyloid deposits per se do not induce axonal fragmentation, 

indicating that β-amyloid plaques seem to have no drastic effects on axons. 

Nevertheless, careful examination of axonal mitochondria in the vicinity of β-amyloid 

peptide aggregates revealed local mitochondrial fragmentation, indicating moderate 

alteration of axonal health (data not shown). In addition, we observed an axonal 

hyper-phosphorylation of the Tau protein, that could potentially affects microtubule 

stability. Together these results reveal that Aβ induces only a mild toxicity, not 

sufficient to trigger an axonal fragmentation.  

We wonder what could be the cause of this relative axonal resistance compared to 

the somatic Aβ susceptibility. To test if a protective signal coming from the soma 

could prevent axonal Aβ toxicity, we co-treated the somato-dendritic compartment 

with a sub-toxic concentration of glutamate, knowing that it alters the anterograde 

transport (Ackerley et al, 2000; Hiruma et al, 2003). In line with this hypothesis, we 
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observed not only mitochondrial fission but also axonal fragmentation upon 

simultaneous somatic glutamate and axonal β-amyloid treatment. Since 

mitochondrial-dependent bioenergetic is determinant for axon integrity and that Aβ 

axonal mitochondria fission is not sufficient to induce axonal fragmentation (Calkins 

et al. 2011), we questioned the role of healthy mitochondria transported anterogradly 

in this protection. Interestingly mitochondria axonal transport analysis revealed that 

somatic glutamate slow down its anterograde transport (Figure 2C). To further 

confirm this hypothesis we used a three-compartment chamber developed in our lab 

(Kilinc D et al., 2011) that comprises a third central channels that give us access to 

the proximal part of the axon. This property allows us to disturb locally the axon at 

different subparts. We used an inhibitor of the complex 1 of the respiratory chain, 

known to induce an apoptosis via the intrinsic mitochondrial pathway when applied 

on the entire neuron. Interestingly a distal treatment with rotenone failed to induce 

any axonal fragmentation. We supposed that this could be due to an anterograde 

supply of healthy somatic mitochondria. Calkins MJ et al, showed that Aβ triggers a 

drop of mitochondrial motility especially anterograde mitochondrial transport (Calkins 

MJ et al, 2011). Interestingly when we treated the proximal part of the axon with AB 

we do not induced distal axonal fragmentation while a co-treatment with distal 

rotenone leads to axonal degeneration. These results support our scenario where the 

anterograde propagation of somatic healthy mitochondria protects the axons from 

certain stresses.  

Recent neuropathological studies reveal that neurodegenerative hallmarks in 

Alzheimer progress both spatially and temporally following specific neuronal 

pathways. In the first part of our study we demonstrated, that a somato-dendritic β-

amyloid peptide stress on an isolated cortical neuron induces a typical dying back 
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pattern. How does a cortical neuron behave in a neuronal network and what are the 

consequences of retrograde degeneration of the axon on the postsynaptic neuron? 

To address this question we reconstructed an oriented neuronal network involving 

cortical and hippocampal neurons using “ axonal diodes” (Peyrin et al. 2011). In vivo 

the cortico-hippocampal network, also called perforant pathway is one of the first 

affected neuronal pathway in AD patients (Braak et al. 2006). As shown in our 

microfluidic devices hippocampal neurons receive afferents from cortical axons there 

is an increase of cortical pre-synaptic markers affixed to hippocampal dendrites 

establishing functional synapses. The functionality of this kind of artificial neuronal 

network has been previously extensively tested (Peyrin et al. 2011). Our results 

reveals that somato-dendritic cortical application of Aβ on a cortical-hippocampal 

network leads to a rapid pre-synaptic collapse before any cortical axonal 

fragmentation or somatic loss could be observed, indicating that the dying back 

pattern observed in isolated cortical neurons is also valid within a neuronal networks. 

However, whereas a cortical somato-dendritic application of Aβ had a strong effect 

on presynaptic terminals, morphological analysis of the post-synaptic hippocampal 

neuron did not reveal any alteration of the dendritic tree of the interconnected neuron 

at this time point. Even if no alteration is observed, we wondered if at this early time 

point we could observe functional hippocampal alterations. Growing evidences from 

in vivo and in vitro studies showed that direct application of β-amyloid peptides on 

neurons leads to Tau hyperphosphorylation, a perquisite for neurofribrillary tangles 

formation and responsible for microtubule stability impairment (Morris et al. 2011). 

Moreover neuroanatomopathological studies have shown, that β-amyloid plaques 

accumulation appears before neurofribrillary tangles formation and that the first spots 

of amyloid plaques formation are distinct from those of neurofribrillary tangles (Braak 
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et al. 2011). This intriguing data raise the question whether local β-amyloid 

accumulation could be the cause of distant Tau hyperphosphorylation. Brain 

complexity with its interconnected neuronal loops renders the in vivo analysis of 

dysfunctions-initiation and spreading difficult. On the other hand, classical in vitro 

cultures lack spatial organization of a physiological neuronal network and the 

different sub-cellular compartments are not distinctly accessible. Thanks microfluidic 

based reconstructed neuronal networks we were able for the first time, to evaluate 

the distant effects of cortical β-amyloid deposits on hippocampal Tau 

hyperphosphorylation. Somato-dendritic application of fibrillar β-amyloid peptide on 

cortical neurons leads to the hyperphosphorylation of Tau in the interconnected 

hippocampal neurons before axonal and somatic degeneration of the cortical neuron 

could be observed. Taken together these results reveal that local β-amyloid deposits 

can trigger the distant Tau hyperphosphorylation spreading within the neuron but 

also propagate trans-synaptically. 

Several non-exclusive mechanisms could account for such a spatiotemporal 

progression: loss of pro-survival neurotrophic factors, aberrant neurotransmission, 

decrease synaptic inputs or overstimulation/excitotoxicity, prion-like spread of 

pathogenic misfolded proteins, etc… In our experimental paradigm, with a relatively 

short β-amyloid exposure time, it is unlikely that this effect is due to a trans-synaptic 

spread of hyperphosphorylated tau proteins. In addition it has been shown that 

glutamate dysregulation is able to alter Tau phosphorylation (Liang et al, 2009). To 

evaluate the influence of glutamate excitotoxicity on the progression of network 

dysfunctions, we pretreated the cultures with MK-801, a NMDAR antagonist, which 

prevents Tau hyperphosphorylation. Further studies are currently pursued to 

decipher the molecular mechanisms of such spatial progression even if our study 
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suggests that excitotoxicity could be at least in part responsible for trans-synaptic 

alterations of pre-synaptic local stress. 

Materials and Methods 

Microfluidic chip production  

Using photolithography, we patterned two layers of negative photoresistent SU-8 on 

a silicon wafer as previously described in more details (Kilinc et al. 2011). The 

resulting master has a complementary positive relief pattern of the cell culture 

compartment and micro-channels. This master was used to produce several culture 

chambers using polydimethylsiloxan (Sylgard 184, PDMS). PDMS was mixed with 

curing agent (9:1 ratio) and desiccated under vacuum. The resulting preparation was 

poured onto a resin replicate SU-8 and reticulated at 70°C for 2 hours. The elastomer 

polymer print was detached and reservoirs were created using a biopsy puncher. The 

resulting piece was cleaned with isopropanol and air-dried. The polymer print and a 

glass cover slip were treated for 1 minute in an air plasma generator (40% of power, 

300mTor, Diener) and bonded together. Chips were placed under UV for 15 minutes 

for sterilization, before being coated with a solution of poly-D-lysine (10 µg/ml, 

Sigma–Aldrich) overnight and washed with phosphate-buffered saline (PBS). Other 

design were also used in this study : the “diode” design used for network 

reconstruction comprises two distinct cell culture chambers each connected to two 

reservoirs and separated by a series of 500µm-long asymmetrical micro-channels 

(3µm high, and tapering from 15µm to 1-5µm at the tip) (Peyrin et al, 2011). The third 

design used named “3 compartment chip” comprise a third central channel (50µM) 
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that crosses perpendicularly the microchannels giving access to the central part of 

the axons. 

Primary cortical and hippocampal cultures  

All animals in this study were ethically maintained and used in compliance with the 

Policy on Ethics approved by the Society for Neuroscience. Cerebral cortices and 

hippocampa were micro-dissected from Swiss mouse embryos at E16 (Janvier, 

France). All steps of dissection were done in GBSS (without CaCl2 and MgCl2) + 

0.1% glucose (Merck). Dissected structures were digested with papaïne (20U/mL 

pre-activated by L-cystein for 10 min at room temperature and mechanically 

dissociated in DMEM containind DNAse with a Pasteur pipette. After several DMEM 

rinses, cells were re-suspended in DMEM (Gibco) at a final density of 40 or 50 million 

cells/mL. Cell suspensions were then seeded in the different compartments by 

introducing 2 µl of the cell suspension in the upper reservoir: the cells flow into the 

chamber and adhere to the substrate within 1-2 minutes. Cell culture medium was 

then added in equal amounts (60 µl) in the four reservoirs. Cortical and hippocampal 

neurons were grown in DMEM glutamax (Invitrogen) + streptomycin/penicillin 

(Invitrogen) + 10% FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27 supplement (Invitrogen). 

Microfluidic chips were placed in Petri dishes containing water in order to prevent 

chambers evaporation of the culture medium and placed in a 5% CO2 and 37°C 

incubator. Culture medium was renewed every 6 days. 

Aβ-peptide and pharmacological treatment 
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Prior to the different pharmacological treatments, cortical neuronal cells grown for 10 

to 15 days in the microfluidic device  In order to ensure fluidic isolation, a hydrostatic 

pressure difference was generated by over-pressurizing the non-treated chamber as 

previously described by Tailor et al. (2005). In cases in which both somatic and distal 

treatments were performed, 3-compartment chambers were used. While keeping 

both the somatic and the axonal chamber under the same hydrostatic pressure and 

the central chamber slightly under-pressurized, the central channel acts as a 

pressure drop ensuring good fluidic isolation of both distal chambers (Killinc et al 

2010). Therefore, pharmalogical compounds applied in the somatic compartment 

cannot diffuse into the distal compartment or vice versa. The following compounds 

were used at the indicated concentrations: 10 to 30 µM beta-amyloid 25-35 peptide 

(Bachem), 30 µM scrambled beta-amyloid 25-35 peptide (Bachem), 10 µM glutamate 

(Sigma), 50 nm to 5 µM Rotenone (Sigma), 50µM z-VAD-fmk (RD systems), The 

pharmacological inhibitors z-VAD-fmk, were added 3 hours prior to inducing stress. 
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Figures legends 

Fig 1. Somatic application of Aβ25-35 induces a caspase-dependent dying back 

pattern. 

A) Cortical neurons are grown for 12 days in two-compartment chips (Control-

Control) and treated with somatic Aβ25-35 (30µM), without Aβ25-35 (Ctrl) or with 

axonal z-VAD (50µM; Aβ25-35 – z-VAD) for 72h. The two left images correspond to 

the somato-dendritic chamber stained for Map2 (red), DAPI (blue) and Thioflavine S 

(green), whereas the right panel corresponds to the axonal chamber stained for 

b-tubulin. Somatic Aβ25-35 (30µM) treatment induces massive axonal degeneration 

prevented by axonal z-VAD (50µM) application. Scale bar represents 20 µm. B) 

Quantification of axonal fragmentation after somatic Aβ25-35 application with or 

without axonal z-VAD (50µM) (**P<0.01, paired student t-test).  

Fig 2. Somato-dendritic glutamatergic co-stress reveals the toxicity of axonal 

Aβ deposition. 

A) Axonal fragmentation was assessed 72h after distal deposition of Aβ25-35 on 

cortical axons. Somato-dendritic co-stimulation with innocuous low doses of 

glutamate (10μM) greatly sensitizes cortical fibers to axonal amyloid deposition. The 

two left images correspond to the somato-dendritic chamber stained for Map2 (red), 

DAPI (blue), whereas the right panel corresponds to the axonal chamber stained for 

b-tubulin and Thioflavine S (green). While glutamate alone (Glutamate-Control) and 

axonal Aβ25-35 (Control - Aβ25-35) have no effect, the application of both lead to 

axonal fragmentation (Glutamate - Aβ25-35). Scale bar represents 20 µm. B) 
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Quantification of axonal fragmentation after somatic glutamate application with or 

without axonal Aβ25-35  C) Quantification of mitochondria movement after control or 

somatic glutamate stimulation (10µM). Somatic glutamate treatments lead to a 

decrease in anterograde mitochondrial movement. (*P<0.05, ***P<0.001, ns P>0.05, 

paired student t-test).  

Fig 3. Axonal Aβ deposition impairs distal mitochondrial metabolism. 

A) Picture of the tri-compartmented chambers B) Axonal fragmentation was 

assessed 72h after central deposition of Aβ25-35 on cortical axons. The left images 

correspond to the somato-dendritic chamber stained for DAPI (blue), whereas the 

central panel and the right panel corresponds to the axonal chamber stained for 

b-tubulin and Thioflavine S (green). While an inhibition of mitochondrial complex-I 

with rotenone in the distal part of the axons or amyloïd beta application on proximal 

part of the axon alone do not induce an axonal fragmentation, both trigger a huge 

axonal fragmentation. Scale bar: 20 μm. C) Quantification of axonal fragmentation 

(***P<0.001, paired student t-test).  

Fig 4. Reconstruction of a cortical-hippocampal network using axonal diodes. 

 A) Phase contrast picture of the microfluidic device comprising funnel-shaped micro-

channels. Cortical neurons were seeded on the left chamber and hippocampal 

neurons on the right chamber to reconstruct a cortical-hippocampal network. B-B’) 

Hippocampal neurons (MAP-2, blue), receiving cortical fibers (α-tubulin, green). 

Synaptophysin (red) were used as pre-synaptic markers. C-C’ and D-D’) α-synuclein 
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was used as pre-synaptic marker (red) in hippocampal neuronal cultures alone or in 

presence of cortical fibers. Scale bar: 10 μm. 

Fig 5. Synaptic collapse after cortical Aβ25-35 deposition. 

A) Schematic representation of microfluidic device and Aβ application. B-B’ and C-

C’) Hippocampal neurons (MAP-2, blue) receiving cortical fibers (α-tubulin, green). α-

synuclein (red) was used as pre-synaptic marker in control conditions (B’) or 24hours 

after cortical Aβ25-35 (10μM) treatment (C’). D) Quantification of presynaptic 

structures affixed to hippocampal dendrites after cortical Aβ25-35 deposition. Scale 

bar: 20 μm. (***P<0.001, paired student t-test). 

Fig6. Cortical Aβ peptide deposition induces hippocampal tau 

phosphorylation. 

A) Schematic representation of microfluidic device and Aβ application. B, C) Cortical 

axons labelled for tauHP+ under control conditions (B) or 24hours after cortical Aβ25-

35 (10μM) treatment (C). D) Connected hippocampal neurons labeled for tauHP+ 

(T231, pseudocolors) in control conditions (left panel) or 24hours after cortical Aβ25-

35 (10μM) treatment (righ panel). F) Quantification tauHP+ under control conditions, 

after 24 hours after cortical Aβ25-35 (10μM) treatment and in presence of MK801. 

Scale bar: 20 μm. (***P<0.001, paired student t-test). 
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2. Apport de l’étude 
 

Grâce aux chambres de culture dites « microfluidiques », qui permettent de 

compartimentaliser des neurones issus du SNC, nous mettons en évidence qu’un dépôt 

amyloïde localisé sur la portion distale de l’axone, n’induit pas de DA, alors que celui-ci 

appliqué sur le compartiment somato-dendritique de neurones corticaux, déclenche une DA 

caspase-dépendante sans altérer la viabilité des corps cellulaires. De plus, cette relative 

résistance axonale face à un dépôt amyloïde, peut-être expliquée par un transport antérograde 

de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire. De façon  intéressante, le dying 

back pattern observé en neurone isolé, est aussi valable dans un réseau neuronal orienté 

cortex-hippocampe, mis au point au laboratoire en ensemençant dans la chambre axonale 

l’une des cibles des neurones corticaux (neurones de l’hippocampe). En effet, l’application de 

plaques amyloïdes sur le compartiment somato-dendritique de neurone corticaux, induit en 

premier lieu une déconnexion synaptique (perte de l’élément pré-synaptique) entre les deux 

types neuronaux. Cette perte synaptique est associée à l’augmentation de la forme hyper-

phosphoryle de la protéine tau (tauHP+) au niveau des neurones de l’hippocampe (l’élément 

post-synaptique).  

2.1 L’application somato-dendritique du peptide A induit un Dying back 

pattern caspase-dépendant.   

En nous inspirant de la preuve de concept mise au point par Taylor (Taylor AM et al., 2004), 

nous avons développé au laboratoire un dispositif de chambres de culture microfluidique, 

permettant d’isoler physiquement l’axone de son corps cellulaire. Nous avons ainsi pu estimer 

les conséquences d’une application locale du peptide Amodèle de plaques 

amyloïdes) sur une portion limitée des neurones corticaux. Nous montrons dans ce travail 

réalisé in vitro, que l’application du peptide Aau niveau du compartiment somato-

dendritique, induit une DA sans que la viabilité des corps cellulaires ne soit altérée.  De plus, 

nos résultats indiquent que la DA est caspase-dépendante, puisque qu’un traitement au z-

VAD, un pan caspase-inhibiteur, protège de la DA. Au total, ces données montrent qu’un 

stress appliqué au niveau du compartiment somato-dendritique est suffisant pour en induire un 

Dying back pattern associé à la propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit à 

l’activation des caspases dans l’axone.  
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2.2 La relative protection axonale peut être expliquée par le transport 

antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire.  

 

Après avoir mis en évidence que l’application du peptide Aau niveau des somas des 

neurones corticaux est suffisante pour induire un Dying back, nous avons étudié les 

conséquences de son application au niveau de la portion distale de l’axone. De façon 

surprenante, l’application du peptide Aau niveau axonal n’induit pas de DA. Comme 

l’excitotoxicité a été proposé pour jouer un rôle central dans la toxicité induite par le peptide 

A, nous avons de façon concomitante à l’application du peptide Aau niveau 

axonal, stimulé le corps cellulaire avec des doses sub-toxiques de glutamate. Les résultats de 

cette expérience indiquent que la perturbation de la transmission glutamatergique au niveau 

somatique rend l’axone susceptible au peptide Avia l’altération du transport 

antérograde de mitochondries. A la lumière de ces résultats il semble donc que le transport 

antérograde de mitochondries puisse protéger la portion distale de l’axone d’un stress 

amyloïde. Afin de valider cette hypothèse, nous avons grâce à un nouveau design de puce 

composé de trois compartiments (Figure 47), altéré le transport antérograde des 

mitochondries au niveau de la portion proximale de l’axone, tout en stimulant en aval, la 

portion distale de l’axone avec une drogue connue pour endommager le fonctionnement de la 

chaîne respiratoire mitochondriale ; la rotenone.  En substrat, nos résultats montrent que la 

relative protection axonale peut être expliquée par le transport antérograde de mitochondries 

saines en provenance du corps cellulaire.  

2.3 L’application corticale du peptide A sur un réseau cortico-

hippocampe induit une deconnexion synaptique rapide.   

 

Afin de tester le comportement des neurones corticaux face à l’application du peptide 

Aau sein d’un réseau neuronal, nous avons mis au point au laboratoire une 

plateforme microfluidique qui permet de modéliser un réseau neuronal orienté (Peyrin JM et 

al, 2011). En utilisant un nouveau design de microcanaux asymétriques appelé « axonal 

diode », qui permet d’orienter de façon unidirectionnelle la projection axonale du 

compartiment cortical vers le compartiment dans lequel des neurones de l’hippocampe sont 

ensemencés, nous avons modélisé et caractérisé un réseau cortico-hippocampe. Après avoir 
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mis en évidence la présence de synapses à l’interface des deux types cellulaires (cortico-

hippocampe), nous observons une perte des synapses corticales après application du peptide 

Aau niveau des corps cellulaires des neurones corticaux. La perte synaptique 

corticale est observée alors que l’axone cortical encore intact dégénère quelques heures plus 

tard selon le mode du Dying back. Le Dying back observé en neurone isolé est donc valide au 

sein d’un réseau neuronal.   

2.4 Une hyper-phosphorylation de la protéine Tau est observée dans le 

neurone post-synaptique (hippocampe), à distance du lieu d’application du peptide 

Asur les corps cellulaires des neurones corticaux.  

 

Après s’être intéressés à l’élément pré-synaptique (le neurone cortical), nous nous sommes 

demandé comment se comporte l’élément post-synaptique (le neurone de l’hippocampe) suite 

à la déconnexion synaptique. Depuis que des études in vitro et in vivo ont montré que le 

peptide Ainduit l’hyper-phosphorylation de la protéine Tau (tauHP+), impliquée 

dans la stabilisation des microtubules, est à l’origine des dégénérescences neurofibrillaires 

(Tangles), nous testons si l’application locale du peptide Aau niveau des somas des 

neurones corticaux peut induire à distance une hyper-phosphorylation de la protéine Tau au 

niveau des neurones hippocampiques. Alors que l’analyse immunohistochimique révèle la 

présence de tauHP+ au niveau des axones corticaux 12 h après traitement des corps cellulaires 

de neurones corticaux avec le peptide Anous détectons aussi un marquage tauHP+ 

au niveau des neurones post-synaptiques (hippocampe), aboli par l’ajout du MK801, un 

antagoniste des récepteurs NMDA.Nos résultats démontrent pour la première fois in vitro, 

qu’il est possible d’observer une hyper-phosphorylation de la protéine Tau dans le neurone 

post-synaptique (hippocampe), à distance du lieu d’application du peptide Asur les 

corps cellulaires des neurones corticaux. 

3. Conclusion 

 

Dans les maladies neurodégénératives comme la MA, il a été proposé que les neurones 

dégénèrent selon le scenario dit du Dying back, impliquant une dégénérescence rétrograde 

initiée au niveau de la portion distale de l’axone et se propageant en direction du corps 

cellulaire. Toutefois, même si ce scénario est admis dans ce contexte, il reste à déterminer sur 
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quelles sous-parties du neurone (soma-dendrite versus axone-synapse) doit être appliqué le 

peptide amyloïde pour permettre de récapituler un Dying back. Grâce aux chambres de 

culture microfluidique, nous mettons en évidence pour la première fois qu’un stress localisé 

au niveau du corps cellulaire est suffisant pour récapituler ex vivo un Dying back pattern.  

D’autre part, nos expériences visant à comprendre les raisons pour lesquelles l’axone semble 

plus résistant que le corps cellulaire face à un stress de type amyloïde, ont permis d’éclaircir 

le débat concernant le potentiel effet axono-toxique du peptide amyloïde.  Alors que certaines 

études rapportent les effets délétères du peptide amyloïde lorsque celui-ci est à proximité de 

l’axone, d’autres études mettent en évidence l’action inerte du peptide vis-à-vis des portions 

axonales. Ici dans notre étude, nous montrons qu’il est nécessaire d’avoir une vision plus 

globale de la situation, en s’intéressant non seulement à la zone de contact entre l’axone et 

l’amyloïde mais aussi au neurone dans son ensemble, puisque nous mettons en évidence que 

plusieurs stress localisés sur différentes sous-parties du neurone peuvent agir de façon 

synergique pour induire de la DA. Les deux hypothèses qui jusque là s’opposaient, ne sont 

donc pas forcément contradictoires.   

Enfin, grâce à la reconstruction d’un réseau neuronal orienté cortex-hippocampe, nous 

démontrons que le Dying back pattern observé en neurone isolé est aussi valide au sein d’un 

réseau neuronal. De plus, nos résultats indiquent une hyper-phosphorylation de la protéine tau 

(tauHP+) au niveau de l’élément post-synaptique (neurone de l’hippocampe), suggérant des 

modifications trans-synaptiques, confirmant ainsi les études anatomopathologiques menées 

par Braak.  Ces résultats font donc de notre réseau neuronal un outil précieux dans la 

recherche des mécanismes moléculaires impliqués dans les événements les plus précoces de la 

MA comme l’altération de la transmission synaptique.  
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La dégénérescence axonale dans les maladies du Système nerveux central et 

périphérique. 
 

La Dégénérescence de l’axone qu’elle soit aigue (AVC ou traumas cérébraux) ou chronique 

(Maladies neurodégénératives) représente une étape importante, commune à de nombreuses 

pathologies. Alors qu’il est largement admis que la DA, puisse être un événement primaire 

lors de traumas cérébraux ou d’AVC (qui s’assimile par un stress de cisaillement à de la DW),  

un nombre croissant d’évidences suggère que cela puisse être aussi le cas dans les maladies 

neurodegeneratives (MC Raff et al., 2002). Cette situation a conduit à proposer un second 

scénario de dégénérescence axonale (DA) (en plus de celui de la DW), dit du « Dying back », 

au cours duquel des neurones du SNC subissant une agression chronique, présentent une 

dégénérescence progressive et rétrograde des terminaisons vers le soma. En retardant la DA, 

on pourrait du même coup prévenir la destruction du corps cellulaire et permettre à l’axone de 

repousser (sprouting). Il devient par conséquent crucial de déterminer les mécanismes 

moléculaires de la DA. Or jusqu'à maintenant, même si les modèles « classiques » ont permis 

de décrire les voies de transduction associées à la mort neuronale, ils ne permettent pas 

d’étudier les mécanismes mis en jeu lorsqu’un stress prend part sur une portion limitée du 

neurone. C’est la raison pour laquelle notre étude a été menée dans des chambres de culture 

dite « microfluidiques ».  

1. Mise au point et optimisation de la microfluidique 
 

L’objet de mon travail de thèse et de M2 a consisté à optimiser un modèle cellulaire 

permettant d’aborder l’étude de la séquence d’événements moléculaires impliqués dans la DA 

des neurones du SNC. Le dispositif de culture microfluidique présenté dans ce travail est 

directement inspiré de la publication de AM Taylor (Taylor AM et al., 2005), et a été réalisé 

dans le cadre d’une collaboration entre mon équipe d’accueil et le laboratoire dirigé par Jean 

Louis Viovy (UMR 168, institut Curie). Pour pouvoir entreprendre ce projet, il m’a fallu dans 

un premier temps optimiser les conditions de manipulation de ces dispositifs afin d’obtenir 

une compartimentalisation optimale des axones et des somas. C’est pourquoi parallèlement à 

mon travail expérimental de biologie cellulaire, j’ai participé activement à la mise en place de 

la dernière étape de la production des dispositifs au sein de notre laboratoire. Nous sommes 

maintenant capables à partir d’un master en résine SU8 (qui nous est fourni par nos 

collaborateurs) de produire les puces en PDMS. La fabrication d’une puce est réalisée en 4 
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heures, durée pendant laquelle le master est immobilisé. La production d’un master en résine 

SU8 étant onéreuse et fragile, nous avons réalisé plusieurs répliques, en résine polyester, du 

master SU8 original. Ceci nous permet de fabriquer plusieurs puces identiques à la fois. Par 

ailleurs nous avons modifié le dessin des puces de façon à avoir deux, puis quatre circuits par 

puce. Pendant cette période d’appropriation de la technologie nous avons dû résoudre un 

certain nombre de problèmes techniques tels que : défauts de micro fabrication causés par la 

présence de poussières obstruant les micro-canaux, fuites dues à une mauvaise liaison 

PDMS/verre, contaminations intercurrentes après l’étape de plasma, répulsion axonale si des 

traces de solvant imprègnent encore le PDMS moulé à partir des répliques polyester. Au total 

ce travail nous a permis d’augmenter significativement le nombre de circuits disponibles par 

manipulation de mise en culture (de 5 à 80 par semaine), ce qui représente un gain de temps 

considérable et nous permet d’envisager des protocoles expérimentaux répliqués contenant les 

contrôles nécessaires, dans de bonnes conditions expérimentales. 

La preuve de concept ayant été faite au laboratoire selon laquelle différents types neuronaux 

pouvaient être ensemencés dans notre dispositif de culture, notre choix s’est porté sur les 

neurones en grains du cervelet (NGC). En effet, ces neurones survivent particulièrement bien 

à la mise en culture et présentent l’avantage de constituer une population de neurones 

phénotypiquement très homogènes. Quelques travaux indiquent que les axones sont 

particulièrement vulnérables aux contraintes de cisaillement (LaPlaca MC et al., 2007). Dans 

des expériences préliminaires, nous avions pu constater que, contrairement aux axones 

corticaux, les axones des neurones en grains résistent particulièrement bien aux stress 

mécaniques produits occasionnellement si le renouvellement du milieu de culture dans la 

chambre distale n’est pas fait méticuleusement. Enfin, ces neurones sont fréquemment utilisés 

pour l’étude de la transduction du signal impliqué dans les phénomènes apoptotiques 

(Contestabile A, 2002). Les neurones en grains ensemencés dans les puces de culture 

survivent dans d’excellentes conditions pendant au moins 3 semaines. De façon intéressante, à 

la différence d’axones corticaux, la croissance des axones des neurones en grains s’arrête 

systématiquement lorsqu’ils atteignent une taille entre 750 et 1000 μm. L’analyse des 

marqueurs pré-synaptiques au niveau des terminaisons axonales montre un certain niveau 

d’immaturité qui est probablement inhérent au système puisque nous n’avons ensemencé 

aucune cible cellulaire (gliale ou Purkinje) dans le compartiment distal (Figure 48) (Paul D et 

al, 2011).  



178 
 

 

Figure 48 : Exemple d’une culture primaire de NGCs ensemencés dans des chambres de culture 

microfluidiques. (A) Vue en mosaïque d’une culture primaire de NGCs quinze jours après ensemencement. Les 

NGCs ensemencés dans le compartiment dit « somatique » (haut), projettent leurs axones dans la chambre dite 

« axonale » (bas) à travers la série de micro-canaux.  (B) Les neurones marqués en DAPI (noyau, bleu), MAP2 

(dendrite, rouge) et tubuline (axone, vert) présentent une excéllente viabilité 15 jours après ensemencement. 

(C) Les axones en sorties de micro-canaux présentent un certain degré de maturité comme l’atteste le marquage  

ponctiforme pour la synaptophysine (rouge). (D) Photo en contraste de phase dans laquelle sont représentés le 

compartiment « somatique » (haut), la série de micro-canaux (milieu) et la chambre « axonale » (bas). (Paul D et 

al., 2011) 

Par ailleurs, les axones branchés en Y rappellent la structure des fibres parallèles in vivo 

(Huang CM et al., 2006; Shepherd GM et al., 2003). 

Après avoir validé nos bonnes conditions de culture et caractérisé nos cultures neuronales, 

nous avons pu nous intéresser à la fois aux modalités et aux mécanismes moléculaires 

associés à la DA.   

2.  Quelles sont les modalités qui conduisent à la fragmentation axonale 

lors du « Dying back pattern » ? 
 

Même s’il semble acquis que les neurones dégénèrent selon le mode du « Dying back » 

comme cela a été proposé dans le cadre des maladies neurodégénératives, on ne sait pas 
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précisément les modalités qui conduisent à cela. En effet, selon MC Raff, le neurone subissant 

un stress chronique peut dégénérer selon le mode du « Dying back » (Raff MC et al., 2004). 

Dans ce scenario, il ne nous dit pas quelles sous-parties neuronales doivent être stressées. En 

d’autres termes, nous ne savons pas si l’agent toxique doit se trouver sur le corps cellulaire, 

l’axone ou les deux simultanément. Or de par le phénotype particulièrement polarisé des 

neurones (avec des prolongements pouvant atteindre parfois 1 mètre) il est crucial de 

s’intéresser à cette problématique. Un stress pouvant prendre part sur le corps cellulaire ou 

l’axone, de façon tout à fait indépendante. C’est justement le cas dans la maladie 

d’Alzheimer, où le peptide A libéré principalement à la synapse, peut de ce fait, entrainer des 

perturbations au niveau de l’élément pré (synapse et axone) et/ou post (corps cellulaire et 

dendrites) synaptique. C’est dans ce contexte que nous nous proposons d’étudier les 

conséquences d’un engagement local (somatique et/ou axonal) du programme apoptotique sur 

l’ensemble du neurone. Avant de nous focaliser sur les conséquences d’une application locale 

du peptide A sur des neurones corticaux (abordée dans la dernière partie de l’introduction), 

nous avons étudié les effets régionalisés des effecteurs pro-apoptotiques comme la 

Staurosporine (STS) et la déprivation en chlorure (5mM KCl) de potassium sur des NGC.   

Un stress somato-dendritique (5µM de STS ou 5mM KCl) est suffisant pour induire une DA,  

qui prend part au niveau de la portion distale de l’axone et se propage en direction du soma 

(Figure 49). Ceci est compatible avec la définition du phénomène du « Dying back » telle que 

l’a définie M.C Raff  (Raff MC et al., 2002).  De façon tout à fait surprenante, nous 

constatons que les mêmes stress pro-apoptotiques appliqués au niveau de la portion distale de 

l’axone, ne provoquent ni d’apoptose nucléaire ni de fragmentation axonale. Ceci est peut être 

lié au phénotype des neurones utilisé qui sont notoirement robustes. 
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Figure 49 : Le “Dying back pattern”. Un stress appliqué sur la portion somato-dendritique du corps cellulaire 

est suffisant pour induire une dégénérescence qui prend part au niveau de la portion distale de l’axone et qui se 

propage de façon rétrograde vers le corps cellulaire. Ceci est assimilé à du « Dying back pattern ». (Magnifico S)   

  

3.  La DA est-elle un mécanisme caspase-dépendant ?  

 

A mon arrivée en 2007, il était clairement convenu que la DA était un mécanisme caspase-

independant. En effet, la majeure partie des études relatives à la DW, a indiqué que 

l’inhibition pharmacologique des caspases ou l’interférence avec des effecteurs pro-

apoptotiques de type Bcl-2 protègent le soma des neurones périphériques de la destruction, 

mais pas les axones de la DA (Whitmore AV et al., 2003 ; Finn JT et al., 2000). Ces résultats 

ont conduit à postuler l’existence de 2 programmes de destructions distincts : le premier 

spécifique du soma serait de type apoptotique conventionnel, caspase-dépendant, et le 

deuxième spécifique de l’axone serait caspase-indépendant (Raff MC et al., 2002). Toutefois, 

nous pouvons nous demander si de telles observations peuvent être transposables au « Dying 

back ». En effet, dans le cas de la DW, la portion distale de l’axone est physiquement isolée 

du corps cellulaire, ce qui n’est pas le cas dans le « Dying back ». Il est donc difficile de 

croire à l’existence d’une barrière physico-chimique qui limiterait l’apoptose au corps 

cellulaire. Dans notre étude, nous avons ainsi montré que la DA induite par une déprivation 

en chlorure de potassium (dKCl) ou une stimulation à la STS sur des NGCs, entraine une DA 

qui est gouvernée par la machinerie apoptotique. En effet, nous constatons avant même la 

perte de l’axone, une activation de P-JNK suivie par des altérations au niveau mitochondrial 

avec des événements de fission mitochondriale associés à un relargage de cytochrome C et 

une activation de la caspase 6, au niveau de la portion distale de l’axone. D’autre part une 

inhibition pharmacologique de P-JNK (SP600125) et des caspases 6 et 9 (z-VAD un pan 

caspase, z-LEHD inhibiteur de la caspase 9, VEID inhibiteur de la caspase 6) protègent de 

façon significative de la DA. De façon intéressante, l’implication de JNK ne semble pas être 

exclusive au Dying back puisque deux études menées dans un contexte de la DW ont aussi 

mis en évidence son implication (Xiong X et al., 2012 ; Xiong X et al., 2010). Nos résultats 

attestent donc, qu’un stress somato-dendritique est suffisant pour induire un « Dying back » 

via la propagation antérograde de signaux destructeurs. De façon complémentaire, un 

enclenchement local des caspases (Rotenone en Low glucose ou co stimulation STS + Ant 

Bak)  au niveau de la portion axonale est accompagné par une DA.  Prises conjointement, nos 
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données abondent dans le même sens que les études menées dans un contexte 

développemental, pour lesquelles il est proposé que les caspases soient activement impliquées 

dans la DA (Fang Y et al., 2012, Park KJ et al., 2010, Nikolaev A et al., 2009). De plus, nos 

données confirment l’étude montrant que Bcl-w (une molécule anti-apoptotique) prévient du 

« Dying back » dans un contexte de neuropathie sensorielle (Courchesne SL et al., 2001). Le 

processus de mort cellulaire programmé ou apoptose, n’est donc pas exclusif du corps 

cellulaire, comme l’a proposé dans son scénario MC Raff.  

Dans notre étude nous montrons que les caspases semblent être impliquées dans la DA au 

cours du « Dying back » induit après traitement à la STS ou une dKCl. Toutefois, nous 

observons aussi dans le cas de la STS, que cette axono-protection induite par l’inhibition de 

ces protéases au niveau axonal ne perdure pas dans le temps. En effet, celle-ci disparait au 

bout de 48h de traitement pharmacologique au z-VAD. Dans le cas de la déprivation en 

chlorure de potassium, l’effet axono-protecteur du z-VAD ou autres inhibiteurs des caspases 

disparait après 24h (données non montrées). La protection  transitoire du z-VAD (ou autres 

inhibiteurs des caspases) indique que l’inhibition des caspases semble ralentir plus que 

prévenir de la DA, comme l’avait déjà suggéré D’Mello concernant la mort cellulaire des 

NGC (D’Mello SR et al., 2000). Il semble donc qu’un autre mécanisme (un shift) destructeur 

prenne le relais (Figure  50).  

- Le shift Apoptose Autophagie 

De nombreux modèles proposent qu’il soit possible de basculer vers une voie non apoptotique 

dans le cas où celle-ci aurait été bloquée par un agent pharmacologique ou par une 

interférence génique. Dans une étude menée par Maycotte P et al., ils ont constaté que le 

programme apoptotique et l’autophagie agissent de concert dans l’induction de la mort 

cellulaire de NGC après une dKCl ou traitement à la STS (Maycotte P et al., 2010). D’autres 

études ont d’ailleurs mis en évidence qu’une perturbation dans la régulation de l’autophagie 

peut induire une axonopathie (Yue Z et al., 2008) et qu’une inhibition de l’autophagie par la 3 

Methyl Adenine (3-MA) retarde de la DA (Yang Y et al., 2008).  Il est donc tout à fait 

légitime de proposer que l’inhibition des caspases ne puisse pas être suffisante pour bloquer 

de façon définitive la destruction axonale puisqu’il est possible dans notre système que 

l’autophagie puisse être aussi impliquée.  
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Figure 50 : Shift entre Apoptose et voie non apoptotique. Dans ce cas de figure, un stress initial enclenche la 

voie intrinsèque de l’apoptose. Après une interférence génique pour la protéine pro-apoptotique bax (bax
-/-

), la 

cellule bascule vers un mécanisme non apoptotique, à l’origine de la mort cellulaire, (D’après Stephanis L et al., 

2005).  

Comment basculer d’un programme de destruction  à l’autre ?  

Une étude a justement montré que la protection de la mort cellulaire induite par le z-VAD (un 

inhibiteur des caspases) pouvait être prolongée dans le temps, suite à une co-application avec 

le MA (un inhibiteur de l’autophagie) (D’Mello SR et al, 1998).  Cette étude menée sur des 

NGC après une déprivation en chlorure de potassium ou un traitement à la STS, nous permet 

d’approcher les raisons pour lesquelles la protection au z-VAD ne perdure pas plus dans le 

temps. Un bon nombre d’études ont d’ailleurs rapporté l’existence d’un cross talk entre 

l’apoptose et l’autophagie (Djavaheri-Mergny M et al., 2010 ; Eisenberg-Lerner A et al., 

2009 ; Thorburn A et al., 2008 ; Canu N et al., 2005). Ce cross talk peut se faire par 

l’intermédiaire de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui  peut à la fois interagir avec les 

protéines pro-apoptotiques de type bax et bak pour inhiber l’apoptose, soit avec le domaine 

BH3 de la Beclin 1 pour inhiber l’autophagie (Maiuri MC et al., 2007 ; Pattingre S et al., 

2005 ; Liang XH et al., 1999) (Figure 51).   

Afin de tester cette hypothèse, nous avons co-appliqué du z-VAD et du 3 MA, sur la portion 

distale de l’axone, de façon concomitante au stress appliqué sur le soma, (données non 

montrées). Après analyse, nous constatons que cette co-application ne prolonge pas la 

protection induite par le z-VAD seul. Une des raisons pouvant expliquer ce résultat, réside 

peut-être dans le fait que l’autophagie ne soit pas associée à un processus destructeur (la mort 

cellulaire de type II)  mais plutôt assimilée à un processus protecteur. En effet, il faut rappeler 

que l’autophagie n’a pas toujours été associée à la mort de la cellule. 
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Figure 51 : Régulation de l’apoptose et de l’autophagie par Bcl-2 et Bcl-xL. Bcl-2 (et Bcl-xL) inhibent 

l’apoptose en bloquant l’activation de Bax (et Bak) et préviennent ainsi l’ouverture du pore de transition 

(MOMP) et le relargage de cyt c ou d’autres molécules pro-apoptotiques. De façon alternative, Bcl-2 peut 

inhiber l’autophagie par interaction avec le domaine BH3 de la Beclin 1 (Thorburn A et al., 2008)    

Ce processus finement régulé, a d’abord été décrit comme permettant à la cellule de survivre 

lorsque celle-ci est privée de nutriments ou soumise à différents stress (Kroemer G et al., 

2011 ; Levine B et al., 2008 ; Mizushima N et al 2008). Cela se caractérise par la 

séquestration d’une partie du cytoplasme et des organites cellulaires dans des doubles 

membranes appelées autophagosomes ou vacuoles autophagiques (He C et al., 2009). La 

fusion entre ces autophagosomes et les lysosomes va aboutir à la formation de vésicules 

appelées phagolysosomes au niveau desquelles peuvent être initiées l’élimination d’organelles 

endommagées comme les mitochondries (désignée sous le nom de la « mitophagie »), ainsi 

que celle de protéines agrégées ou anormales (Wang K et al., 2011 ; Kanki T et al., 2009 ; 

Narendra D et al., 2008). Dans ce contexte il est possible qu’en appliquant du 3 MA 

(inhibiteur de l’autophagie) sur nos axones, on puisse non pas protéger l’axone mais plutôt le 

sensibiliser à un stress. Dans ce cas de figure, il est donc possible qu’un autre mécanisme que 

celui de l’autophagie puisse prendre le relais.   

- Le shift Apoptose Necrose ; la Necroptosis 

La mort cellulaire de type III, ou nécrose, se caractérise notamment par une dilatation du 

réticulum endoplasmique rugueux, de l’appareil de golgi, de l’enveloppe nucléaire et un 

gonflement des mitochondries. Ces phénomènes contribuent à la rupture de la membrane 



184 
 

plasmique de ces cellules et à la libération de leurs contenus dans le milieu extra-cellulaire, ce 

qui déclenche une réaction inflammatoire. 

Même s’il existe de claires différences entre les deux processus de mort cellulaire que sont la 

nécrose et l’apoptose, des définitions exclusives de chacune d’entre elles sont difficiles à 

obtenir et sont probablement artificielles car les frontières entre ces différentes formes de 

mort cellulaires sont confuses. Il a par exemple été proposé un nouveau mécanisme de mort 

cellulaire appelé Necroptosis, une contraction entre Nécrose et Apoptose. Ce terme introduit 

par Kroemer G, caractérise le fait que l’apoptose enclenchée par l’activation de récepteur de 

mort, pourrait être relayée par d’autres voies, comme celle de la nécrose, dans le cas où 

l’apoptose ne pourrait pas aller à son terme (Galluzzi L et al., 2008). Ces dernières décennies, 

une pléthore de molécules ont été  caractérisées comme pouvant être des initiateurs, 

modulateurs ou effecteurs de la necroptosis comme le  z-VAD. Il est donc possible de penser 

qu’un tel mécanisme puisse prendre part dans l’axone. Il reste donc à tester cette hypothèse en 

co-appliquant sur l’axone du z-VAD et un inhibiteur de la nécrose. 

4.  Qu’en est t-il du métabolisme du NAD+ ? 
 

La majorité des études visant à appréhender les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

DA, ont été menées dans le contexte de la DW. La découverte de la protéine Wld(s) qui 

retarde de la DW, a grandement contribué à disséquer les voies de signalisation impliquées 

dans la DA. Même si le mécanisme exact par lequel la protéine Wld(s) retarde de la DW n’est 

pas encore pleinement élucidé, les études portant sur cette protéine chimérique qui se 

compose du fragment Nmnat (enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse du NAD+) ont 

permis de mettre en évidence que la DA est intimement liée au métabolisme du NAD+. Il a 

d’ailleurs été démontré que la surexpression de Nmnat1 ou d’un simple prétraitement avec du  

NAD+ sont suffisants pour induire une axono-protection dans un contexte de DW induite 

après axotomie ou lors de sclérose en plaque (Todd Penberthy W et al., 2009 ; Kaneko S et 

al., 2006 ; Araki T et al., 2004). Afin d’étudier l’effet du NAD+ lors du « Dying back », nous 

avons prétraité nos cultures avec 5mM de NAD+, 24h avant traitement à la STS ou avec 5mM 

de KCl (dKCl). De façon intéressante nous constatons que le NAD+ protège de la DA. Cette 

axono-protection est d’autant plus intéressante que celle-ci est plus importante que celle 

conférée par le z-VAD et qu’elle perdure dans le temps (protection jusqu’à 3 jours). A la vue 

de ces résultats, nous nous sommes donc focalisés sur la voie de transduction associée à 

l’effet bénéfique du NAD+.  
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En partant des dernières études qui recentraient l’action de la protéine Wld(s) vers la 

mitochondrie avec la surexpression d’une Nmnat1 cytoplamsique, de Nmnat3 

(mitochondriale) mais aussi de son action sur la dynamique mitonchondriale (Avery MA et 

al., 2012 ; Cohen MS et al., 2012 ; Wang JT al, 2012 ; Fang Y et al., 2012 ; Babetto E et al., 

2010 ;  Yahata N et al 2009 ; Beirowski B et al., 2009),  nous nous sommes intéressés aux 

acteurs mitochondriaux pouvant agir de concert avec cette protéine. D’autant plus que dans 

notre étude, un prétraitement au NAD+ protège d’un traitement à la roténone (un inhibiteur du 

complexe I de la chaîne respiratoire). C’est pour cela, que nos recherches se sont orientées 

vers la famille des deacetylases NAD+ dépendante, et plus particulièrement vers la SIRT3 qui 

réside dans la mitochondrie. Nous avons alors surexprimé la protéine SIRT3 dans des cultures 

de NGCs puis étudié son effet axonoprotecteur à la fois dans un contexte de « Dying back » 

mais aussi dans celui de la DW. En effet, après avoir montré dans notre système qu’un pré 

traitement au NAD+ protège du « Dying back » nous avons aussi constaté que cela protège 

aussi de la DW. Nous avons pu alors comparer les deux patterns de protection. De façon 

surprenante, la surexpression de SIRT3 protège à la fois du Dying back et de la DW. 

Toutefois, cette protection reste assez limitée (à peine plus de 25% de protection dans les 

deux paradigmes),  assez loin des effets observés avec le NAD+ (presque 80% de protection 

dans les deux paradigmes). Par contre, on constate qu’une application locale de NAD+ sur les 

axones au moment du stress (et non après un prétraitement de 24H), accroît les effets 

protecteurs de SIRT3 (protection de 60% dans les deux paradigmes), alors qu’une simple 

application de NAD+ ne confère pas ou très peu de protection. En effet, ce n’est pas parce 

qu’on surrexprime une molécule qu’elle est forcément fonctionnelle. Dans notre cas, nous 

n’augmentions pas la concentration de  NAD+, ce qui limitait les effets de la surexpression de 

SIRT3. D’ailleurs, une étude récente menée sur Nmnat2 (une enzyme clef dans le 

métabolisme du NAD+) a montré que le transport antérograde de celle-ci, du soma vers 

l’axone, était associé à un effet axono-protecteur et qu’une perturbation dans son transport 

induisait de la DA (Gilley J et al., 2010). Dans notre contexte, on peut imaginer que lors du 

« Dying back », le transport antérograde des Nmnat est perturbé, provoquant alors un déficit 

local de NAD+ dans l’axone. Ceci pourrait expliquer, pourquoi la protection axonale est plus 

importante lorsqu’on applique du NAD+ au moment du stress sur des cultures de NGC 

surexprimant SIRT3. Ces résultats, confirment donc le rôle clef de SIRT3 dans les 

phénomènes de « Dying back » et de la DW.  
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En s’appuyant sur l’étude menée par l’équipe de Finkel T, qui a démontré que la 

surexpression de SIRT3 peut moduler la production d’ATP en déacétylant des molécules 

constituant le complexe 1 de la chaîne respiratoire (Ahn BH et al., 2008), nous proposons un 

modèle d’étude pouvant récapituler les effets biologiques de la protéine Wld(s). Dans ce 

modèle, nous proposons que la portion Nmnat de Wld(s) via la production de NAD+, stimule 

l’activité de la protéine SIRT3, qui grâce à son action de déacétylation sur le complexe I de la 

chaîne respiratoire, va permettre d’augmenter le fonctionnement de la chaîne respiratoire pour 

in fine, produire plus d’ATP (Figure 52). Ce scénario semble d’autant plus pertinent après la 

publication de plusieurs études indiquant que la protéine Wld(s) protège du stress comme la 

roténone, l’antimycin, (Tokunaga S et al., 2011)  et le MPP+ (Antenor-Dorsey JAV et al., 

2012) connus pour inhiber le fonctionnement de la chaîne respiratoire. 

 

Figure 52 : Nmnat3 et SIRT3 agissent de concert dans la régulation de la production d’ATP.  Nmnat3, une 

enzyme clef dans le métabolisme du NAD+ située dans la mitochondrie, stimule SIRT3 (une déacétylase NAD+ 

dépendante). En réponse à cette stimulation, SIRT3 va déacetyler le complexe I de la chaîne respiratoire, pour in 

fine induire une augmentation de la production d’ATP (Magnifico S). 

Nos expériences révèlent donc que le NAD+ et le programme apoptotique peuvent coopérer 

dans le contrôle du devenir de l’axone de neurones issus du SNC, ce qui a aussi été proposé 

dans un contexte développemental (Schoenmann Z et al., 2010). Notre étude permet d’aller un 

cran plus loin en démontrant que ces deux voies pourraient converger vers la mitochondrie 

qui serait alors un organe décisionnel. 

5. Existe-t-il un lien entre ces 2 voies de transduction 

(caspase/SIRT3) ? 

Nous avons montré que la voie intrinsèque de l’apoptose (appelée également la voie 

mitochondriale) est impliquée au cours du « Dying back ». En effet, la DA lors du « Dying 

back » s’accompagne par des évènements de fission mitochondriale et de relargage de cyt c, 
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suivis par l’activation de la caspase 9 (formation de l’apoptosome). Comme SIRT3 est 

mitochondriale, il est légitime de se demander s’il n’existe pas de lien entre SIRT3 et la voie 

intrinsèque de l’apoptose. En d’autres termes, SIRT3 peut-elle interférer avec le programme 

apoptotique pour éviter que celui-ci ne s’emballe et donne lieu à la DA. Quelles sont les 

cibles de SIRT3 décrites ou rapportées dans la littérature.  

- Focus sur le pore de transition de perméabilité (mPTP) au niveau de la mitochondrie 

Ce pore est constitué de la sous-unité VDAC (pour Voltage Dependant Anion Channel), et 

ANT (Adenosine Nuclear Transporter). L’ANT et le VDAC sont deux canaux situés 

respectivement au niveau de la membrane interne et externe de la mitochondrie. La régulation 

de l’ouverture du pore est assurée par la Cyclophilin D (Doczi J et al., 2011 ; Basso E et al., 

2005).  La cyclophilin D est localisée dans la matrice de la mitochondrie.  

 

Figure 53 : Régulation de l’ouverture du  PTP par la Cyclophilin D (Cyp D). Cyp D est localisée dans la 

matrice. Lors d’un stress la Cyp D et le Ca
2+   

vont se fixer sur le mPTP pour permettre son ouverture et ainsi le 

relargage de facteurs pro-apoptoptiques comme le cyt c. En présence de Cyclosprine A (CsA), cette molécule va 

se lier à la Cyp D et donc empêcher sa fixation au mPTP et de surcroît l’ouverture du mPTP (Cour M et al., 

2010) 

La régulation de l’ouverture du mPTP par Cyp D implique une interaction avec la 

Cyclosporine A (Figure 53).  En absence de CsA, Cyp D peut se lier au mPTP et permettre 

son ouverture. La présence de CsA, empêche la fixation de Cyp D au mPTP et de surcroît son 

ouverture. Ce mécanisme protecteur empêche le relargage de facteurs pro-apoptotiques et 

l’emballement de la machinerie apoptotique (Cour M et al., 2010).  
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De récentes études ont mis en évidence le caractère intriqué entre SIRT3 et la Cyp D. Il a été 

rapporté que la Cyp D est une cible de SIRT3 (Figure 54). Cette déacetylation par SIRT3 

entraine une perte de fonction de la Cyp D. Cette déacetylation a pour conséquence de 

prévenir l’ouverture du PTP et ainsi la libération de molécules pro-apoptotiques (Sadoshima 

J, 2011 ; Shulga N et al., 2010 ; Hafner AV et al., 2010 ; Shulga N et al., 2009). SIRT3 peut 

donc par son interaction avec Cyp D réguler l’ouverture du mPTP et interférer avec le 

processus apoptotique. Ce processus transposable au « Dying back », n’est pas à exclure dans 

le cas de DW, même s’il a été démontré qu’il s’agit d’un processus caspase-independant, 

surtout depuis que CsA protège de la DW qui fait suite à une axotomie ou à un trauma 

cérébral (Barrientos SA et al., 2011 ; Colley BS et al., 2010 ; Kaminska B et al., 2004 ; Sunio 

A et al., 1997)  

 

Figure 54 : Régulation de l’ouverture du  mPTP par SIRT3. Dans les conditions normales, SIRT3 cible   

Cyp D, en maintenant son état déacétylé, ce qui prévient  l’ouverture du mPTP. Dans les souris SIRT3 
-/-

,  Cyp D 

n’est plus déacétylée. Cyp D peut alors se fixer au mPTP et permettre son ouverture. Une diminution de 

l’activité de SIRT3 est par conséquent associée à une augmentation de l’ouverture du mPTP (Hafner AV et al., 

2010) 

- Focus sur la Super Oxyde Dismutase (SOD) 

La Cyp D n’est pas la seule cible de SIRT3. En effet, la SOD une enzyme très importante 

dans  le système de défense contre les radicaux libres, a été identifiée comme étant déacétylée 

par SIRT3 (Chen Y et al., 2011). Plusieurs études ont ainsi mis en évidence que l’acétylation 

de la SOD (au niveau des lys 68 et 122) entrainait une diminution dans son activité (Chen Y 
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et al., 2011 ; Tao R et al., 2010). SIRT3 pourrait donc agir en limitant la production de 

radicaux libres comme l’ont proposé Wagner GR, Chen Y, Qiu X, Shinichi S, et Kong X 

(Wagner GR et al., 2012 ; Chen Y et al., 2011 ; Qiu X et al., 2010 ; Shinichi S et al., 2010 ; 

Kong X et al., 2010), d’autant plus que la protéine Wld(s) protège aussi d’un stress oxydatif 

(Tokunaga S et al., 2012) (Figure 55).  

 

                         déacétylation 

            SIRT3                                l’activité de la SOD                              Radicaux libres 

 

Figure 55 : Rôle de SIRT3 dans le système de défense contre les radicaux libres. SIRT3 va entrainer une 

déacétylation de la SOD, ce qui va augmenter son activité et de surcroît diminuer la production de radicaux 

libres. (Magnifico S) 

 

- Altération de la dynamique mitochondriale et biogenèse mitochondriale 

Les altérations de la dynamique mitochondriale (fission, fusion et transport) sont impliquées 

dans de nombreuses pathologies. Ainsi la surexpression de la mitofusine 2 mutée (MFN2), 

normalement impliquée dans les événements de fusion mitochondriale, entraine une sévère 

DA (Misko A et al., 2012). Récemment, il a été proposé que la protéine Wld(s) puisse 

protéger de la DW en augmentant la motilité basale des mitochondries, luttant ainsi contre 

l’augmentation de CA
2+ 

dans
 
les axones (Avery MA et al., 2012 ; Wang JT et al., 2012). Dans 

notre système un prétraitement au NAD+ protège de la fission mitochondriale au cours du 

« Dying back » (Magnifico S et al., 2012). Enfin, des données publiées en 2010 ont montré 

que SIRT3 stimulait la biogenèse mitochondriale (Kong X et al., 2010).  

Si nous pensons, que l’effet axono-protecteur de Wld(s) est médié par SIRT3, on peut très 

bien imaginer que SIRT3 puisse agir en plus de la biogenèse mitochondriale, sur la 

dynamique de mitochondriale, dont les cibles restent encore à être identifiées.  

A la lumière de nos résultats, SIRT3 est une cible potentielle dans l’élaboration d’une 

approche pharmaceutique destinée à protéger de la DA, d’autant plus que nous avons mis en 

évidence que le resvératrol, un polyphénol enrichi dans le vin, semble être un activateur de 

SIRT3 (Magnifico S et al, article soumis).  
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6.  Qu’en est-il de la Maladie d’Alzheimer ?  
 

Après avoir mis en évidence le fait qu’un stress somato-dendritique (stimulation STS ou 

déprivation en chlorure de potassium) est suffisant pour induire un « Dying back » sur des 

cultures cellulaires de NGCs, nous avons voulu déterminer s’il en était de même dans le cas 

d’un traitement à l’A. Les NGCs étant notoirement résistants au peptide A, nous sommes 

passés en cultures corticales qui représentent avec l’hippocampe l’une des structures 

préférentiellement affectées dans la MA. En utilisant la forme agrégée du peptide amyloïde 

25-35, modélisant un dépôt focal de plaque amyloïde, nous montrons que le « Bying back  

pattern » proposé dans les maladies neurodégénératives peut être récapitulé ex vivo, en 

activant localement la machinerie apoptotique au niveau du corps cellulaire. Ceci, conduit à la 

propagation antérograde d’un signal de dégénérescence dans l’axone sain, aboutissant à une 

apoptose « axonale ». De plus, nos expériences confirment que le NAD+ et le programme 

apoptotique peuvent coopérer dans le contrôle du devenir de l’axone de neurones issus du 

SNC, en convergeant vers la mitochondrie qui serait un organe décisionnel (données non 

montrées). 

Par contre, aucune DA n’est observée lorsque le peptide A est appliqué au niveau de la 

portion distale de l’axone. Ces résultats confirment ceux obtenus avec les NGCs. Les axones 

sont donc notoirement plus résistants que le corps cellulaire. Pourquoi ? 

Lors d’une analyse minutieuse nous constatons qu’un stress appliqué sur la portion distale de 

l’axone (roténone ou peptide A), induit des altérations au niveau mitochondrial, en 

l’occurrence des phénomènes de fissions mitochondriales. De plus, nous constatons un flip 

flop de la phosphatidyl sérine (un marqueur de l’apoptose) au niveau de la portion distale de 

l’axone, après traitement à la STS (données non montrées), tout comme l’ont rapporté Sievers 

C dans le contexte de la DW et (Sievers C et al., 2003) et Mattson MP lors d’expériences 

menées sur des synaptosomes (Mattson MP et al., 1998). Enfin, nous constatons qu’une co-

culture constituée d’axones de NGC traités à la STS et de cellules microgliales (des BV2, une 

lignée immortalisée de microglie) entraine une DA (données non montrées) (Figure 56).  
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Figure 56 : L’implication des microglies dans la DA. Une co-culture entre des axones de NGC et une lignée 

cellulaire immortalisée appelée BV2 est réalisée dans un dispositif de culture de type microfluidique. Après un 

traitement à la STS appliqué sur la portion distale des axones, un flip-flop de la phosphtydil sérine est observé 

(révélé par un marquage Annexin V, en rouge, photo de gauche). La mise en contact des BV2 avec la portion 

distale des axones soumis à un stress a permis de mettre en évidence, que ce flip-flop pouvait être assimilé à un 

signal de reconnaissance pour les BV2. Les BV2 ainsi recrutées au niveau de la zone « lésée » vont participer à 

la DA en émettant de longs prolongements (représentés sur la photo de droite) qui vont avoir pour conséquence 

de couper les axones. (Magnifico S) 

Cela nous permet de penser que le flip-flop de la phosphatidyl-sérine peut être un signal de 

reconnaissance pour les cellules microgliales, qui vont participer à la DA. Un traitement sur la 

portion distale des axones (roténone HG, STS, peptide A) entraine donc des altérations 

fonctionnelles qui seules ne sont cependant pas suffisantes pour induire la fragmentation de 

l’axone. 

Il existe donc un mécanisme protecteur dans l’axone. 

A la différence de la DW, il n’y a pas de séparation physique entre le corps cellulaire et 

l’axone dans le cas du « Dying back ». Il est donc possible qu’un signal positif en provenance 

du soma, vienne tamponner les effets délétères des traitements distaux (appliqués sur 

l’axone).  

Parmi les acteurs potentiels, nous nous sommes orientés vers les mitochondries. En effet, 

d’après nos études les mitochondries semblent être des organites clefs dans le devenir de 

l’axone. Nous proposons donc que les mitochondries puissent être l’un des signaux 

protecteurs envoyé par le soma pour protéger l’axone (Figure 57). Pour cela, nous avons 

stimulé le corps cellulaire de neurones corticaux avec des doses sub-toxiques de glutamate, 

connues pour détériorer le transport axonal (Ackerley S et al., 2000; Hiruma H et al., 2003). 
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Figure 57 : Scenario proposé pour expliquer la relative résistance de l’axone face à stress apoptotique.  Par 

le jeu de fusion/fission mitochondriale, des mitochondries saines (en vert) transportées de façon antérograde 

viendraient fusionner avec les mitochondries endommagées par le traitement appliqué sur la portion distale de 

l’axone et ainsi limiter les effets délétères d’un stress pro-apoptotique. (Magnifico S). 

Après avoir perturbé le transport antérograde des mitochondries (stress subtoxique de 

glutamate sur le corps cellulaire), nous avons réussi à induire de la DA après une co-

stimulation avec un stress pro-apoptotique (peptide A) (Figure 58).   

 

Figure 58 : La perturbation du transport antérograde des mitochondries permet de sensibiliser l’axone 

face à un stress amyloïde. Alors que 10µM de glutamate n’induit pas d’altération au niveau du compartiment 

somato dendritique, une co-stimulation avec du peptide A sur la portion distale de l’axone provoque une 

importante DA. De façon intéressante, 10µM de glutamate est associé à une diminution du transport antérograde 

de mitochondries. (Magnifico S et al., 2012). 

Ce résultat nous permet de conclure que le scénario proposé est valide même si celui-ci 

n’exclut pas d’autres mécanismes axono-protecteurs. Ces résultats permettent aussi 
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d’expliquer pour quelles raisons, il existe une dissonance à propos des effets délétères du 

peptide A, lorsque celui-ci est situé au niveau de l’axone. En effet, nos données démontrent 

qu’il ne faut pas seulement se focaliser sur la portion de l’axone où le peptide A  est localisé, 

mais aussi et surtout se demander s’il n’existe pas d’autres stress susceptibles d’endommager 

le transport antérograde de mitochondries comme un dépôt amyloïde situé à proximité du 

corps cellulaire.  

Pour finir, nous avons voulu savoir si le scénario du « Dying back » observé en neurone isolé 

pouvait être transposable dans un système plus intégré comme celui d’un réseau orienté 

cortex-hippocampe. Pour cela des neurones corticaux ont été ensemencés dans le 

compartiment de gauche et les neurones de l’hippocampe dans le compartiment de droite. 

Grâce à des micro-canaux diodés, c'est-à-dire effilés à une extrémité (breveté par notre 

équipe), les axones sont orientés uni-directionnellement de la chambre corticale vers la 

chambre abritant des neurones de l’hippocampe (Peyrin JM et al., 2011). Un  réseau orienté 

cortex-hippocampe est ainsi réalisé (Figure 59).  

 

Figure 59 : Photographie d’un réseau orienté cortex-hippocampe. Les neurones corticaux et de 

l’hippocampe sont ensemencés respectivement dans le compartiment de gauche et de droite. 4-5 jours après 

ensemencement, les neurones corticaux projettent leurs axones dans le compartiment de droite dans lequel sont 

situés les neurones de l’hippocampe. La mise en place de synapses fonctionnelles (oscillation en Ca
2+

) entre les 

axones corticaux et les neurones de l’hippocampe est établie approximativement 15 jours après ensemencement.  

Grossissement x40 (Magnifico S et al., 2012, article soumis) 

Après avoir mis en évidence la fonctionnalité des synapses corticales sur les dendrites 

d’hippocampe, nous nous sommes focalisés sur le devenir des synapses après avoir traité le 
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corps cellulaire des neurones corticaux avec du peptide A. En effet, la perte synaptique 

représente le premier événement observé au cours du « Dying back » avec le collapse des 

cônes de croissance.  En collaboration avec Bérangère Deléglise, nous avons observé qu’un 

stress A appliqué sur le soma des neurones corticaux entraine une perte synaptique sans 

destruction du corps cellulaire corticaux, ce qui est compatible à du « Dying back ». Mes 

études menées sur des neurones « isolés » peuvent donc être transposables au sein d’un réseau 

neuronal ce qui permet d’expliquer le caractère dispersif de la MA comme l’a démontré Braak 

(Brakk H et al., 2006) 

Concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans la perte synaptique, des études ont 

montré que la protéine Wld(s) protégeait aussi de la perte synaptique suggérant ainsi que le 

mécanisme destructeur impliqué dans la perte synaptique serait aussi caspase-independant 

(Wright AK et al., 2010 ;  Beirowski B et al., 2009 ; Gillingwater TH et al., 2003). Toutefois, 

dans le contexte neuropathologique de type Alzheimer, un nombre croissant  d’études menées  

in vivo et vitro indiquent que l’activation des caspases au niveau synaptique est concomitante 

à la perte des synapses (D’Amelio M et al., 2011 ; Quiroz-Baez R et al., 2011 ; Liu J et al., 

2010 ; Louneva N et al., 2008 ; Mattson MP et al., 1998 ; Mattson MP et al., 1998). D’autre 

part, comme je l’ai mentionné en introduction, les caspases peuvent participer directement au 

clivage de l’APP (en position Asp664) et libérer des fragments neurotoxiques comme C31 et 

Jcasp (Zhang YW et al., 2011 ; Bredesen DE et al., 2010 ; Gervais FG et al., 1999). Par 

analogie avec la DA, il semblerait que la nature du stress initial (A toxité versus axotomie) 

puisse conditionner le mécanisme destructeur à l’origine de la perte synaptique. 

Volontairement je ne parlerai pas plus longuement de la synapse et du devenir de l’élément 

post-synaptique, puisqu’il s’agit du sujet de Bérangère Deléglise. A ce sujet, je tiens à 

remercier Bérangère Deléglise de m’avoir permis de parler de ses résultats concernant le 

réseau orienté cortex hippocampe.  

  En perspective, il sera important de compléter nos résultats principalement obtenus à partir 

d’outils pharmacologiques, par des approches génétique et biochimique. Ces résultats 

devraient être recueillis d’ici peu, puisque nous sommes actuellement en train de mettre au 

point un protocole adapter à la microfluidique.  

Concernant les 2 projets qui vont ont été présentés,  Bérangère Deléglise (actuellement en 

3émé année de thèse) continuera le projet « A » en étudiant l’implication des courants 

glutamatergiques dans les mécanismes de dégénérescence trans-synaptique, tandis que 
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Benjamin Lassus (actuellement en Master 2) et Eric Duplus (maitre de conférence) prendront 

la suite du projet «SirT3» en se focalisant sur les conséquences de l’altération de la 

dynamique mitochondriale envers la DA. Enfin, les résultats très intéressants concernant 

Sirt3, nous conduirons à déterminer plus finement le(s) mécanisme(s) d’action de cette 

protéine en approfondissant chacune des pistes que j’ai mentionnées dans la discussion.  
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Annexe 1 : 

Wallerian-like degeneration of central neurons after synchronized and geometrically 

registered mass axotomy in a three-compartmental microfluidic chip. 

Kilinc D, Peyrin JM, Soubeyre V, Magnifico S, Saias L, Viovy JL, Brugg B 
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Annexe 2 : 

Axon diodes for the reconstruction of oriented neuronal networks in microfluidic 

chambers 

Peyrin JM, Deleglise B, Saias L, Vignes M, Gougis P, Magnifico S, Betuing S, Pietri M, 

Caboche J, Vanhoutte P, Viovy JL, Brugg B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



214 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



215 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



216 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



217 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



218 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



219 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



220 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



221 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



222 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



223 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



224 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



225 
 

 

 

 

 

 

 

Annexe 3 : 

A "dry and wet hybrid" lithography technique for multilevel replication templates: 

Applications to microfluidic neuron culture and two-phase global mixing 

Paul D, Saias L, Pedinotti JC, Chabert M, Magnifico S, Pallandre A, De Lambert B, 

Houdayer C, Brugg B, peyrin JM, Viovy JL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



226 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



227 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



228 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



229 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



230 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



231 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



232 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



233 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



234 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



235 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



236 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



237 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



238 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



239 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



240 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



241 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Références bibliographiques 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



242 
 

Références Bibliographiques 

 

 

A 
 

Ackerley S, Grierson AJ, Brownlees J, Thornhill P, Anderton BH, Leigh PN, Shaw CE, Miller CC (2000) 
Glutamate slows axonal transport of neurofilaments in transfected neurons. J Cell Biol 
150:165-176. 

 
Adalbert R, Gillingwater TH, Haley JE, Bridge K, Beirowski B, Berek L, Wagner D, Grumme D, Thomson 

D, Celik A, Addicks K, Ribchester RR, Coleman MP (2005) A rat model of slow Wallerian 
degeneration (WldS) with improved preservation of neuromuscular synapses. Eur J Neurosci 
21:271-277. 

 
Adalbert R, Nogradi A, Babetto E, Janeckova L, Walker SA, Kerschensteiner M, Misgeld T, Coleman 

MP (2009) Severely dystrophic axons at amyloid plaques remain continuous and connected 
to viable cell bodies. Brain 132:402-416. 

 
Adalbert R, Nogradi A, Szabo A, Coleman MP (2006) The slow Wallerian degeneration gene in vivo 

protects motor axons but not their cell bodies after avulsion and neonatal axotomy. Eur J 
Neurosci 24:2163-2168. 

 
Adams JH (1982) Diffuse axonal injury in non-missile head injury. Injury 13:444-445. 
 
Ahn BH, Kim HS, Song S, Lee IH, Liu J, Vassilopoulos A, Deng CX, Finkel T (2008) A role for the 

mitochondrial deacetylase Sirt3 in regulating energy homeostasis. Proc Natl Acad Sci U S A 
105:14447-14452. 

 
Alnemri ES, Livingston DJ, Nicholson DW, Salvesen G, Thornberry NA, Wong WW, Yuan J (1996) 

Human ICE/CED-3 protease nomenclature. Cell 87:171. 
 
Antenor-Dorsey JA, O'Malley KL (2012) WldS but not Nmnat1 protects dopaminergic neurites from 

MPP+ neurotoxicity. Mol Neurodegener 7:5. 
 
Araki T, Sasaki Y, Milbrandt J (2004) Increased nuclear NAD biosynthesis and SIRT1 activation prevent 

axonal degeneration. Science 305:1010-1013. 
 
Atencia J, Beebe DJ (2005) Controlled microfluidic interfaces. Nature 437:648-655. 
 
Avery MA, Sheehan AE, Kerr KS, Wang J, Freeman MR (2009) Wld S requires Nmnat1 enzymatic 

activity and N16-VCP interactions to suppress Wallerian degeneration. J Cell Biol 184:501-
513. 

 
Avery MA, Rooney TM, Pandya JD, Wishart TM, Gillingwater TH, Geddes JW, Sullivan PG, Freeman 

MR (2012) Wld(S) Prevents Axon Degeneration through Increased Mitochondrial Flux and 
Enhanced Mitochondrial Ca(2+) Buffering. Curr Biol 22:596-600. 

 
Awasaki T, Tatsumi R, Takahashi K, Arai K, Nakanishi Y, Ueda R, Ito K (2006) Essential role of the 

apoptotic cell engulfment genes draper and ced-6 in programmed axon pruning during 
Drosophila metamorphosis. Neuron 50:855-867. 

 



243 
 

B 
 

Babetto E, Beirowski B, Janeckova L, Brown R, Gilley J, Thomson D, Ribchester RR, Coleman MP 
(2010) Targeting NMNAT1 to axons and synapses transforms its neuroprotective potency in 
vivo. J Neurosci 30:13291-13304. 

 
Ballard C, Gauthier S, Corbett A, Brayne C, Aarsland D, Jones E (2011) Alzheimer's disease. Lancet 

377:1019-1031. 
 
Barrientos SA, Martinez NW, Yoo S, Jara JS, Zamorano S, Hetz C, Twiss JL, Alvarez J, Court FA (2011) 

Axonal degeneration is mediated by the mitochondrial permeability transition pore. J 
Neurosci 31:966-978. 

 
Basso E, Fante L, Fowlkes J, Petronilli V, Forte MA, Bernardi P (2005) Properties of the permeability 

transition pore in mitochondria devoid of Cyclophilin D. J Biol Chem 280:18558-18561. 
 
Beirowski B, Babetto E, Coleman MP, Martin KR (2008) The WldS gene delays axonal but not somatic 

degeneration in a rat glaucoma model. Eur J Neurosci 28:1166-1179. 
 
Beirowski B, Babetto E, Gilley J, Mazzola F, Conforti L, Janeckova L, Magni G, Ribchester RR, Coleman 

MP (2009) Non-nuclear Wld(S) determines its neuroprotective efficacy for axons and 
synapses in vivo. J Neurosci 29:653-668. 

 
Benzing WC, Wujek JR, Ward EK, Shaffer D, Ashe KH, Younkin SG, Brunden KR (1999) Evidence for 

glial-mediated inflammation in aged APP(SW) transgenic mice. Neurobiol Aging 20:581-589. 
 
Bishop DL, Misgeld T, Walsh MK, Gan WB, Lichtman JW (2004) Axon branch removal at developing 

synapses by axosome shedding. Neuron 44:651-661. 
 
Bhola PD, Mattheyses AL, Simon SM (2009) Spatial and temporal dynamics of mitochondrial 

membrane permeability waves during apoptosis. Biophys J 97:2222-2231. 
 
Blennow K, de Leon MJ, Zetterberg H (2006) Alzheimer's disease. Lancet 368:387-403. 
 
Braak H, Alafuzoff I, Arzberger T, Kretzschmar H, Del Tredici K (2006) Staging of Alzheimer disease-

associated neurofibrillary pathology using paraffin sections and immunocytochemistry. Acta 
Neuropathol 112:389-404. 

 
Braak H, Del Tredici K (2011) The pathological process underlying Alzheimer's disease in individuals 

under thirty. Acta Neuropathol 121:171-181. 
 
Braak H, Braak E (1998) Evolution of neuronal changes in the course of Alzheimer's disease. J Neural 

Transm Suppl 53:127-140. 
 
Braak H, Del Tredici K (2004) Alzheimer's disease: intraneuronal alterations precede insoluble 

amyloid-beta formation. Neurobiol Aging 25:713-718; discussion 743-716. 
 
Bredesen DE, John V, Galvan V (2010) Importance of the caspase cleavage site in amyloid-beta 

protein precursor. J Alzheimers Dis 22:57-63. 
 



244 
 

Brenner C, Cadiou H, Vieira HL, Zamzami N, Marzo I, Xie Z, Leber B, Andrews D, Duclohier H, Reed JC, 
Kroemer G (2000) Bcl-2 and Bax regulate the channel activity of the mitochondrial adenine 
nucleotide translocator. Oncogene 19:329-336. 

 
Buck SW, Gallo CM, Smith JS (2004) Diversity in the Sir2 family of protein deacetylases. J Leukoc Biol 

75:939-950. 
 
Buckingham BP, Inman DM, Lambert W, Oglesby E, Calkins DJ, Steele MR, Vetter ML, Marsh-

Armstrong N, Horner PJ (2008) Progressive ganglion cell degeneration precedes neuronal loss 
in a mouse model of glaucoma. J Neurosci 28:2735-2744. 

 
Buki A, Okonkwo DO, Wang KK, Povlishock JT (2000) Cytochrome c release and caspase activation in 

traumatic axonal injury. J Neurosci 20:2825-2834. 
 

C 
 
Calkins MJ, Reddy PH (2011) Amyloid beta impairs mitochondrial anterograde transport and 

degenerates synapses in Alzheimer's disease neurons. Biochim Biophys Acta 1812:507-513. 
 
Calkins MJ, Manczak M, Mao P, Shirendeb U, Reddy PH (2011) Impaired mitochondrial biogenesis, 

defective axonal transport of mitochondria, abnormal mitochondrial dynamics and synaptic 
degeneration in a mouse model of Alzheimer's disease. Hum Mol Genet 20:4515-4529. 

 
Callahan LM, Coleman PD (1995) Neurons bearing neurofibrillary tangles are responsible for selected 

synaptic deficits in Alzheimer's disease. Neurobiol Aging 16:311-314. 
 
Campenot RB (1977) Local control of neurite development by nerve growth factor. Proc Natl Acad Sci 

U S A 74:4516-4519. 
 
Campenot RB (1981) Regeneration of neurites on long-term cultures of sympathetic neurons 

deprived of nerve growth factor. Science 214:579-581. 
 
Canu N, Tufi R, Serafino AL, Amadoro G, Ciotti MT, Calissano P (2005) Role of the autophagic-

lysosomal system on low potassium-induced apoptosis in cultured cerebellar granule cells. J 
Neurochem 92:1228-1242. 

 
Carty NC, Wilcock DM, Rosenthal A, Grimm J, Pons J, Ronan V, Gottschall PE, Gordon MN, Morgan D 

(2006) Intracranial administration of deglycosylated C-terminal-specific anti-Abeta antibody 
efficiently clears amyloid plaques without activating microglia in amyloid-depositing 
transgenic mice. J Neuroinflammation 3:11. 

 
Chai J, Du C, Wu JW, Kyin S, Wang X, Shi Y (2000) Structural and biochemical basis of apoptotic 

activation by Smac/DIABLO. Nature 406:855-862. 
 
Chaudhary N, Nagaraj R (2011) Impact on the replacement of Phe by Trp in a short fragment of Abeta 

amyloid peptide on the formation of fibrils. J Pept Sci 17:115-123. 
 
Chen Y, Zhang J, Lin Y, Lei Q, Guan KL, Zhao S, Xiong Y (2011) Tumour suppressor SIRT3 deacetylates 

and activates manganese superoxide dismutase to scavenge ROS. EMBO Rep 12:534-541. 
 



245 
 

Cheng EH, Wei MC, Weiler S, Flavell RA, Mak TW, Lindsten T, Korsmeyer SJ (2001) BCL-2, BCL-X(L) 
sequester BH3 domain-only molecules preventing BAX- and BAK-mediated mitochondrial 
apoptosis. Mol Cell 8:705-711. 

 
Citron M, Oltersdorf T, Haass C, McConlogue L, Hung AY, Seubert P, Vigo-Pelfrey C, Lieberburg I, 

Selkoe DJ (1992) Mutation of the beta-amyloid precursor protein in familial Alzheimer's 
disease increases beta-protein production. Nature 360:672-674. 

 
Clem RJ, Miller LK (1994) Control of programmed cell death by the baculovirus genes p35 and iap. 

Mol Cell Biol 14:5212-5222. 
 
Cohen MS, Ghosh AK, Kim HJ, Jeon NL, Jaffrey SR (2012) Chemical genetic-mediated spatial 

regulation of protein expression in neurons reveals an axonal function for wld(s). Chem Biol 
19:179-187. 

 
Coleman M (2005) Axon degeneration mechanisms: commonality amid diversity. Nat Rev Neurosci 

6:889-898. 
 
Coleman MP, Freeman MR (2010) Wallerian degeneration, wld(s), and nmnat. Annu Rev Neurosci 

33:245-267. 
 
Coleman MP, Conforti L, Buckmaster EA, Tarlton A, Ewing RM, Brown MC, Lyon MF, Perry VH (1998) 

An 85-kb tandem triplication in the slow Wallerian degeneration (Wlds) mouse. Proc Natl 
Acad Sci U S A 95:9985-9990. 

 
Colley BS, Phillips LL, Reeves TM (2010) The effects of cyclosporin-A on axonal conduction deficits 

following traumatic brain injury in adult rats. Exp Neurol 224:241-251. 
 
Conforti L, Tarlton A, Mack TG, Mi W, Buckmaster EA, Wagner D, Perry VH, Coleman MP (2000) A 

Ufd2/D4Cole1e chimeric protein and overexpression of Rbp7 in the slow Wallerian 
degeneration (WldS) mouse. Proc Natl Acad Sci U S A 97:11377-11382. 

 
Conforti L, Fang G, Beirowski B, Wang MS, Sorci L, Asress S, Adalbert R, Silva A, Bridge K, Huang XP, 

Magni G, Glass JD, Coleman MP (2007) NAD(+) and axon degeneration revisited: Nmnat1 
cannot substitute for Wld(S) to delay Wallerian degeneration. Cell Death Differ 14:116-127. 

 
Conforti L, Wilbrey A, Morreale G, Janeckova L, Beirowski B, Adalbert R, Mazzola F, Di Stefano M, 

Hartley R, Babetto E, Smith T, Gilley J, Billington RA, Genazzani AA, Ribchester RR, Magni G, 
Coleman M (2009) Wld S protein requires Nmnat activity and a short N-terminal sequence to 
protect axons in mice. J Cell Biol 184:491-500. 

 
Contestabile A (2002) Cerebellar granule cells as a model to study mechanisms of neuronal apoptosis 

or survival in vivo and in vitro. Cerebellum 1:41-55. 
 
Cook DG, Forman MS, Sung JC, Leight S, Kolson DL, Iwatsubo T, Lee VM, Doms RW (1997) Alzheimer's 

A beta(1-42) is generated in the endoplasmic reticulum/intermediate compartment of NT2N 
cells. Nat Med 3:1021-1023. 

 
Cour M, Loufouat J, Paillard M, Augeul L, Goudable J, Ovize M, Argaud L (2011) Inhibition of 

mitochondrial permeability transition to prevent the post-cardiac arrest syndrome: a pre-
clinical study. Eur Heart J 32:226-235. 

 



246 
 

Courchesne SL, Karch C, Pazyra-Murphy MF, Segal RA (2011) Sensory neuropathy attributable to loss 
of Bcl-w. J Neurosci 31:1624-1634. 

 
Crook NE, Clem RJ, Miller LK (1993) An apoptosis-inhibiting baculovirus gene with a zinc finger-like 

motif. J Virol 67:2168-2174. 
 

D 
 

 Dadon-Nachum M, Melamed E, Offen D (2011) The "dying-back" phenomenon of motor neurons in 
ALS. J Mol Neurosci 43:470-477. 

Dalakas MC, Pezeshkpour GH (1988) Neuromuscular diseases associated with human 
immunodeficiency virus infection. Ann Neurol 23 Suppl:S38-48. 

 
D'Amelio M, Cavallucci V, Middei S, Marchetti C, Pacioni S, Ferri A, Diamantini A, De Zio D, Carrara P, 

Battistini L, Moreno S, Bacci A, Ammassari-Teule M, Marie H, Cecconi F (2010) Caspase-3 
triggers early synaptic dysfunction in a mouse model of Alzheimer's disease. Nat Neurosci 
14:69-76. 

 
Davis J, Xu F, Deane R, Romanov G, Previti ML, Zeigler K, Zlokovic BV, Van Nostrand WE (2004) Early-

onset and robust cerebral microvascular accumulation of amyloid beta-protein in transgenic 
mice expressing low levels of a vasculotropic Dutch/Iowa mutant form of amyloid beta-
protein precursor. J Biol Chem 279:20296-20306. 

 
de la Monte SM, Gabuzda DH, Ho DD, Brown RH, Jr., Hedley-Whyte ET, Schooley RT, Hirsch MS, Bhan 

AK (1988) Peripheral neuropathy in the acquired immunodeficiency syndrome. Ann Neurol 
23:485-492. 

 
Dhawan G, Floden AM, Combs CK (2011) Amyloid-beta oligomers stimulate microglia through a 

tyrosine kinase dependent mechanism. Neurobiol Aging. 
 
Dickson DW (1997) Neuropathological diagnosis of Alzheimer's disease: a perspective from 

longitudinal clinicopathological studies. Neurobiol Aging 18:S21-26. 
 
Dixon CE, Clifton GL, Lighthall JW, Yaghmai AA, Hayes RL (1991) A controlled cortical impact model of 

traumatic brain injury in the rat. J Neurosci Methods 39:253-262. 
 
Djavaheri-Mergny M, Maiuri MC, Kroemer G (2010) Cross talk between apoptosis and autophagy by 

caspase-mediated cleavage of Beclin 1. Oncogene 29:1717-1719. 
 
D'Mello SR, Kuan CY, Flavell RA, Rakic P (2000) Caspase-3 is required for apoptosis-associated DNA 

fragmentation but not for cell death in neurons deprived of potassium. J Neurosci Res 59:24-
31. 

 
Doczi J, Turiak L, Vajda S, Mandi M, Torocsik B, Gerencser AA, Kiss G, Konrad C, Adam-Vizi V, 

Chinopoulos C (2011) Complex contribution of cyclophilin D to Ca2+-induced permeability 
transition in brain mitochondria, with relation to the bioenergetic state. J Biol Chem 
286:6345-6353. 

 
Donat JR, Wisniewski HM (1973) The spatio-temporal pattern of Wallerian degeneration in 

mammalian peripheral nerves. Brain Res 53:41-53. 
 



247 
 

Du C, Fang M, Li Y, Li L, Wang X (2000) Smac, a mitochondrial protein that promotes cytochrome c-
dependent caspase activation by eliminating IAP inhibition. Cell 102:33-42. 

 
Duckett CS, Nava VE, Gedrich RW, Clem RJ, Van Dongen JL, Gilfillan MC, Shiels H, Hardwick JM, 

Thompson CB (1996) A conserved family of cellular genes related to the baculovirus iap gene 
and encoding apoptosis inhibitors. EMBO J 15:2685-2694. 

 
Duff K, Eckman C, Zehr C, Yu X, Prada CM, Perez-tur J, Hutton M, Buee L, Harigaya Y, Yager D, Morgan 

D, Gordon MN, Holcomb L, Refolo L, Zenk B, Hardy J, Younkin S (1996) Increased amyloid-
beta42(43) in brains of mice expressing mutant presenilin 1. Nature 383:710-713. 

 
Dziedzic T, Metz I, Dallenga T, Konig FB, Muller S, Stadelmann C, Bruck W (2010) Wallerian 

degeneration: a major component of early axonal pathology in multiple sclerosis. Brain 
Pathol 20:976-985. 

 

E 
 

Eisenberg-Lerner A, Bialik S, Simon HU, Kimchi A (2009) Life and death partners: apoptosis, 
autophagy and the cross-talk between them. Cell Death Differ 16:966-975. 

 
Ellis HM, Horvitz HR (1986) Genetic control of programmed cell death in the nematode C. elegans. 

Cell 44:817-829. 
 

F 
Fagan AM, Watson M, Parsadanian M, Bales KR, Paul SM, Holtzman DM (2002) Human and murine 

ApoE markedly alters A beta metabolism before and after plaque formation in a mouse 
model of Alzheimer's disease. Neurobiol Dis 9:305-318. 

 
Fainzilber M, Twiss JL (2006) Tracking in the Wlds--the hunting of the SIRT and the luring of the 

Draper. Neuron 50:819-821. 
 
Fang Y, Soares L, Teng X, Geary M, Bonini NM (2012) A novel Drosophila model of nerve injury 

reveals an essential role of nmnat in maintaining axonal integrity. Curr Biol 22:590-595. 
 
Ferreira A, Caceres A, Kosik KS (1993) Intraneuronal compartments of the amyloid precursor protein. 

J Neurosci 13:3112-3123. 
 
Ferri A, Sanes JR, Coleman MP, Cunningham JM, Kato AC (2003) Inhibiting axon degeneration and 

synapse loss attenuates apoptosis and disease progression in a mouse model of motoneuron 
disease. Curr Biol 13:669-673. 

 
Finn JT, Weil M, Archer F, Siman R, Srinivasan A, Raff MC (2000) Evidence that Wallerian 

degeneration and localized axon degeneration induced by local neurotrophin deprivation do 
not involve caspases. J Neurosci 20:1333-1341. 

 
Fischer LR, Culver DG, Tennant P, Davis AA, Wang M, Castellano-Sanchez A, Khan J, Polak MA, Glass 

JD (2004) Amyotrophic lateral sclerosis is a distal axonopathy: evidence in mice and man. Exp 
Neurol 185:232-240. 

 
Francis R, McGrath G, Zhang J, Ruddy DA, Sym M, Apfeld J, Nicoll M, Maxwell M, Hai B, Ellis MC, Parks 

AL, Xu W, Li J, Gurney M, Myers RL, Himes CS, Hiebsch R, Ruble C, Nye JS, Curtis D (2002) 



248 
 

aph-1 and pen-2 are required for Notch pathway signaling, gamma-secretase cleavage of 
betaAPP, and presenilin protein accumulation. Dev Cell 3:85-97. 

 
Frey D, Schneider C, Xu L, Borg J, Spooren W, Caroni P (2000) Early and selective loss of 

neuromuscular synapse subtypes with low sprouting competence in motoneuron diseases. J 
Neurosci 20:2534-2542. 

 

G 
 

Galluzzi L, Kroemer G (2008) Necroptosis: a specialized pathway of programmed necrosis. Cell 
135:1161-1163. 

 
Gennarelli TA (1993) Mechanisms of brain injury. J Emerg Med 11 Suppl 1:5-11. 
 
Gennarelli TA, Thibault LE, Adams JH, Graham DI, Thompson CJ, Marcincin RP (1982) Diffuse axonal 

injury and traumatic coma in the primate. Ann Neurol 12:564-574. 
 
Gennarelli TA, Tipperman R, Maxwell WL, Graham DI, Adams JH, Irvine A (1993) Traumatic damage to 

the nodal axolemma: an early, secondary injury. Acta Neurochir Suppl (Wien) 57:49-52. 
 
Gennarelli TA, Spielman GM, Langfitt TW, Gildenberg PL, Harrington T, Jane JA, Marshall LF, Miller JD, 

Pitts LH (1982) Influence of the type of intracranial lesion on outcome from severe head 
injury. J Neurosurg 56:26-32. 

 
Gentleman SM, Nash MJ, Sweeting CJ, Graham DI, Roberts GW (1993) Beta-amyloid precursor 

protein (beta APP) as a marker for axonal injury after head injury. Neurosci Lett 160:139-144. 
 
Gervais FG, Xu D, Robertson GS, Vaillancourt JP, Zhu Y, Huang J, LeBlanc A, Smith D, Rigby M, 

Shearman MS, Clarke EE, Zheng H, Van Der Ploeg LH, Ruffolo SC, Thornberry NA, 
Xanthoudakis S, Zamboni RJ, Roy S, Nicholson DW (1999) Involvement of caspases in 
proteolytic cleavage of Alzheimer's amyloid-beta precursor protein and amyloidogenic A 
beta peptide formation. Cell 97:395-406. 

 
Gilley J, Coleman MP (2010) Endogenous Nmnat2 is an essential survival factor for maintenance of 

healthy axons. PLoS Biol 8:e1000300. 
 
Gillingwater TH, Ribchester RR (2003) The relationship of neuromuscular synapse elimination to 

synaptic degeneration and pathology: insights from WldS and other mutant mice. J 
Neurocytol 32:863-881. 

 
Gillingwater TH, Ingham CA, Coleman MP, Ribchester RR (2003) Ultrastructural correlates of synapse 

withdrawal at axotomized neuromuscular junctions in mutant and transgenic mice 
expressing the Wld gene. J Anat 203:265-276. 

 
Ginsberg MD (2009) Current status of neuroprotection for cerebral ischemia: synoptic overview. 

Stroke 40:S111-114. 
 
Giulian D, Haverkamp LJ, Yu JH, Karshin W, Tom D, Li J, Kirkpatrick J, Kuo LM, Roher AE (1996) Specific 

domains of beta-amyloid from Alzheimer plaque elicit neuron killing in human microglia. J 
Neurosci 16:6021-6037. 

 



249 
 

Goate A, Chartier-Harlin MC, Mullan M, Brown J, Crawford F, Fidani L, Giuffra L, Haynes A, Irving N, 
James L, et al. (1991) Segregation of a missense mutation in the amyloid precursor protein 
gene with familial Alzheimer's disease. Nature 349:704-706. 

 
Goldsbury C, Mocanu MM, Thies E, Kaether C, Haass C, Keller P, Biernat J, Mandelkow E, Mandelkow 

EM (2006) Inhibition of APP trafficking by tau protein does not increase the generation of 
amyloid-beta peptides. Traffic 7:873-888. 

 
Gould TW, Buss RR, Vinsant S, Prevette D, Sun W, Knudson CM, Milligan CE, Oppenheim RW (2006) 

Complete dissociation of motor neuron death from motor dysfunction by Bax deletion in a 
mouse model of ALS. J Neurosci 26:8774-8786. 

 
Graham DI, Adams JH, Nicoll JA, Maxwell WL, Gennarelli TA (1995) The nature, distribution and 

causes of traumatic brain injury. Brain Pathol 5:397-406. 
 
Green DR, Kroemer G (2004) The pathophysiology of mitochondrial cell death. Science 305:626-629. 
 
Gross PG, Kartalov EP, Scherer A, Weiner LP (2007) Applications of microfluidics for neuronal studies. 

J Neurol Sci 252:135-143. 
 
Gunawardena S, Goldstein LS (2001) Disruption of axonal transport and neuronal viability by amyloid 

precursor protein mutations in Drosophila. Neuron 32:389-401. 
 

H 
 
Haass C, Lemere CA, Capell A, Citron M, Seubert P, Schenk D, Lannfelt L, Selkoe DJ (1995) The 

Swedish mutation causes early-onset Alzheimer's disease by beta-secretase cleavage within 
the secretory pathway. Nat Med 1:1291-1296. 

 
Hafner AV, Dai J, Gomes AP, Xiao CY, Palmeira CM, Rosenzweig A, Sinclair DA (2010) Regulation of 

the mPTP by SIRT3-mediated deacetylation of CypD at lysine 166 suppresses age-related 
cardiac hypertrophy. Aging (Albany NY) 2:914-923. 

 
Hardy J (1997) Amyloid, the presenilins and Alzheimer's disease. Trends Neurosci 20:154-159. 
 
Hardy J, Selkoe DJ (2002) The amyloid hypothesis of Alzheimer's disease: progress and problems on 

the road to therapeutics. Science 297:353-356. 
 
Harold D et al. (2009) Genome-wide association study identifies variants at CLU and PICALM 

associated with Alzheimer's disease. Nat Genet 41:1088-1093. 
 
Harper JD, Lieber CM, Lansbury PT, Jr. (1997a) Atomic force microscopic imaging of seeded fibril 

formation and fibril branching by the Alzheimer's disease amyloid-beta protein. Chem Biol 
4:951-959. 

 
Harper JD, Wong SS, Lieber CM, Lansbury PT (1997b) Observation of metastable Abeta amyloid 

protofibrils by atomic force microscopy. Chem Biol 4:119-125. 
 
Harper JD, Wong SS, Lieber CM, Lansbury PT, Jr. (1999) Assembly of A beta amyloid protofibrils: an in 

vitro model for a possible early event in Alzheimer's disease. Biochemistry 38:8972-8980. 
 



250 
 

Harris MH, Vander Heiden MG, Kron SJ, Thompson CB (2000) Role of oxidative phosphorylation in 
Bax toxicity. Mol Cell Biol 20:3590-3596. 

 
Hartley DM, Walsh DM, Ye CP, Diehl T, Vasquez S, Vassilev PM, Teplow DB, Selkoe DJ (1999) 

Protofibrillar intermediates of amyloid beta-protein induce acute electrophysiological 
changes and progressive neurotoxicity in cortical neurons. J Neurosci 19:8876-8884. 

 
Hartmann T, Bieger SC, Bruhl B, Tienari PJ, Ida N, Allsop D, Roberts GW, Masters CL, Dotti CG, 

Unsicker K, Beyreuther K (1997) Distinct sites of intracellular production for Alzheimer's 
disease A beta40/42 amyloid peptides. Nat Med 3:1016-1020. 

 
He C, Klionsky DJ (2009) Regulation mechanisms and signaling pathways of autophagy. Annu Rev 

Genet 43:67-93. 
 
Hendriks L, van Duijn CM, Cras P, Cruts M, Van Hul W, van Harskamp F, Warren A, McInnis MG, 

Antonarakis SE, Martin JJ, et al. (1992) Presenile dementia and cerebral haemorrhage linked 
to a mutation at codon 692 of the beta-amyloid precursor protein gene. Nat Genet 1:218-
221. 

 
Hernandez F, de Barreda EG, Fuster-Matanzo A, Goni-Oliver P, Lucas JJ, Avila J (2009) The role of 

GSK3 in Alzheimer disease. Brain Res Bull 80:248-250. 
 
Hiruma H, Katakura T, Takahashi S, Ichikawa T, Kawakami T (2003) Glutamate and amyloid beta-

protein rapidly inhibit fast axonal transport in cultured rat hippocampal neurons by different 
mechanisms. J Neurosci 23:8967-8977. 

 
Hoopfer ED, McLaughlin T, Watts RJ, Schuldiner O, O'Leary DD, Luo L (2006) Wlds protection 

distinguishes axon degeneration following injury from naturally occurring developmental 
pruning. Neuron 50:883-895. 

 
Hoshino S, Kobayashi S, Furukawa T, Asakura T, Teramoto A (2003) Multiple immunostaining 

methods to detect traumatic axonal injury in the rat fluid-percussion brain injury model. 
Neurol Med Chir (Tokyo) 43:165-173; discussion 174. 

 
Howell GR, Soto I, Libby RT, John SW (2012) Intrinsic axonal degeneration pathways are critical for 

glaucomatous damage. Exp Neurol. 
 
Huang CM, Wang L, Huang RH (2006) Cerebellar granule cell: ascending axon and parallel fiber. Eur J 

Neurosci 23:1731-1737. 
 

 I 
 

Igney FH, Krammer PH (2002) Death and anti-death: tumour resistance to apoptosis. Nat Rev Cancer 
2:277-288. 

 
Ikegami K, Koike T (2003) Non-apoptotic neurite degeneration in apoptotic neuronal death: pivotal 

role of mitochondrial function in neurites. Neuroscience 122:617-626. 
 

J 
 



251 
 

Jacobsen JS, Wu CC, Redwine JM, Comery TA, Arias R, Bowlby M, Martone R, Morrison JH, Pangalos 
MN, Reinhart PH, Bloom FE (2006) Early-onset behavioral and synaptic deficits in a mouse 
model of Alzheimer's disease. Proc Natl Acad Sci U S A 103:5161-5166. 

 
Jacobson MD, Burne JF, Raff MC (1994) Programmed cell death and Bcl-2 protection in the absence 

of a nucleus. EMBO J 13:1899-1910. 
 
Janssen F, Wallach D, Khuong MA, Pennec J, Pradinaud R, Said G, Cottenot F (1988) [Association of 

Hansen's disease and human deficiency virus infection. 2 cases]. Presse Med 17:1652-1653. 
 
 
Jia H, Yan T, Feng Y, Zeng C, Shi X, Zhai Q (2007) Identification of a critical site in Wld(s): essential for 

Nmnat enzyme activity and axon-protective function. Neurosci Lett 413:46-51. 
 
Joazeiro CA, Weissman AM (2000) RING finger proteins: mediators of ubiquitin ligase activity. Cell 

102:549-552. 
 

K 
 
Kaether C, Skehel P, Dotti CG (2000) Axonal membrane proteins are transported in distinct carriers: a 

two-color video microscopy study in cultured hippocampal neurons. Mol Biol Cell 11:1213-
1224. 

Kamal A, Almenar-Queralt A, LeBlanc JF, Roberts EA, Goldstein LS (2001) Kinesin-mediated axonal 
transport of a membrane compartment containing beta-secretase and presenilin-1 requires 
APP. Nature 414:643-648. 

 
 
Kamenetz F, Tomita T, Hsieh H, Seabrook G, Borchelt D, Iwatsubo T, Sisodia S, Malinow R (2003) APP 

processing and synaptic function. Neuron 37:925-937. 
 
Kaminska B, Gaweda-Walerych K, Zawadzka M (2004) Molecular mechanisms of neuroprotective 

action of immunosuppressants--facts and hypotheses. J Cell Mol Med 8:45-58. 
 
Kaneko S, Wang J, Kaneko M, Yiu G, Hurrell JM, Chitnis T, Khoury SJ, He Z (2006) Protecting axonal 

degeneration by increasing nicotinamide adenine dinucleotide levels in experimental 
autoimmune encephalomyelitis models. J Neurosci 26:9794-9804. 

 
Kang J, Lemaire HG, Unterbeck A, Salbaum JM, Masters CL, Grzeschik KH, Multhaup G, Beyreuther K, 

Muller-Hill B (1987) The precursor of Alzheimer's disease amyloid A4 protein resembles a 
cell-surface receptor. Nature 325:733-736. 

 
Kanki T (2009) [Molecular mechanism of mitochondria autophagy]. Fukuoka Igaku Zasshi 100:291-

297. 
 
Kantor DB, Kolodkin AL (2003) Curbing the excesses of youth: molecular insights into axonal pruning. 

Neuron 38:849-852. 
 
Katz LC, Callaway EM (1992) Development of local circuits in mammalian visual cortex. Annu Rev 

Neurosci 15:31-56. 
 



252 
 

Kermer P, Klocker N, Bahr M (1999a) Long-term effect of inhibition of ced 3-like caspases on the 
survival of axotomized retinal ganglion cells in vivo. Exp Neurol 158:202-205. 

 
Kermer P, Klocker N, Labes M, Thomsen S, Srinivasan A, Bahr M (1999b) Activation of caspase-3 in 

axotomized rat retinal ganglion cells in vivo. FEBS Lett 453:361-364. 
 
Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR (1972) Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging 

implications in tissue kinetics. Br J Cancer 26:239-257. 
 
Kilinc D, Peyrin JM, Soubeyre V, Magnifico S, Saias L, Viovy JL, Brugg B (2011) Wallerian-like 

degeneration of central neurons after synchronized and geometrically registered mass 
axotomy in a three-compartmental microfluidic chip. Neurotox Res 19:149-161. 

 
Kong X, Wang R, Xue Y, Liu X, Zhang H, Chen Y, Fang F, Chang Y (2010) Sirtuin 3, a new target of PGC-

1alpha, plays an important role in the suppression of ROS and mitochondrial biogenesis. PLoS 
One 5:e11707. 

 
Koo EH, Sisodia SS, Archer DR, Martin LJ, Weidemann A, Beyreuther K, Fischer P, Masters CL, Price DL 

(1990) Precursor of amyloid protein in Alzheimer disease undergoes fast anterograde axonal 
transport. Proc Natl Acad Sci U S A 87:1561-1565. 

 
Kroemer G, Galluzzi L, Brenner C (2007) Mitochondrial membrane permeabilization in cell death. 

Physiol Rev 87:99-163. 
 
Kroemer G, Adjemian S, Michaud M, Martins I, Kepp O, Sukkurwala AQ, Menger L, Vacchelli E, Ma Y, 

Zitvogel L (2010) [Contributions of immunogenic cell death to the efficacy of anticancer 
chemotherapy]. Bull Mem Acad R Med Belg 166:130-138; discussion 139-140. 

 

Kumar S, Kinoshita M, Noda M, Copeland NG, Jenkins NA (1994) Induction of apoptosis by the mouse 
Nedd2 gene, which encodes a protein similar to the product of the Caenorhabditis elegans 
cell death gene ced-3 and the mammalian IL-1 beta-converting enzyme. Genes Dev 8:1613-
1626. 

 
Kuo CT, Zhu S, Younger S, Jan LY, Jan YN (2006) Identification of E2/E3 ubiquitinating enzymes and      

caspase activity regulating Drosophila sensory neuron dendrite pruning. Neuron 51:283-290. 
 
Kuo YM, Emmerling MR, Vigo-Pelfrey C, Kasunic TC, Kirkpatrick JB, Murdoch GH, Ball MJ, Roher AE 

(1996) Water-soluble Abeta (N-40, N-42) oligomers in normal and Alzheimer disease brains. J 
Biol Chem 271:4077-4081. 

 

L 

 
LaFerla FM, Green KN, Oddo S (2007) Intracellular amyloid-beta in Alzheimer's disease. Nat Rev 

Neurosci 8:499-509. 
 
Lama S, Qiao M, Kirton A, Sun S, Cheng E, Foniok T, Tuor UI (2011) Imaging corticospinal 

degeneration in neonatal rats with unilateral cerebral infarction. Exp Neurol 228:192-199. 
 
Lannuzel A, Michel PP, Hoglinger GU, Champy P, Jousset A, Medja F, Lombes A, Darios F, Gleye C, 

Laurens A, Hocquemiller R, Hirsch EC, Ruberg M (2003) The mitochondrial complex I inhibitor 



253 
 

annonacin is toxic to mesencephalic dopaminergic neurons by impairment of energy 
metabolism. Neuroscience 121:287-296. 

 
LaPlaca MC, Simon CM, Prado GR, Cullen DK (2007) CNS injury biomechanics and experimental 

models. Prog Brain Res 161:13-26. 
 
Lapper SR, Brown MC, Perry VH (1994) Motor neuron death induced by axotomy in neonatal mice 

occurs more slowly in a mutant strain in which Wallerian degeneration is very slow. Eur J 
Neurosci 6:473-477. 

 
Larner AJ (2011) Presenilin-1 mutation Alzheimer's disease: a genetic epilepsy syndrome? Epilepsy 

Behav 21:20-22. 
 
Lartigue L, Medina C, Schembri L, Chabert P, Zanese M, Tomasello F, Dalibart R, Thoraval D, Crouzet 

M, Ichas F, De Giorgi F (2008) An intracellular wave of cytochrome c propagates and 
precedes Bax redistribution during apoptosis. J Cell Sci 121:3515-3523. 

 
Laser H, Conforti L, Morreale G, Mack TG, Heyer M, Haley JE, Wishart TM, Beirowski B, Walker SA, 

Haase G, Celik A, Adalbert R, Wagner D, Grumme D, Ribchester RR, Plomann M, Coleman MP 
(2006) The slow Wallerian degeneration protein, WldS, binds directly to VCP/p97 and 
partially redistributes it within the nucleus. Mol Biol Cell 17:1075-1084. 

 
Lassmann H, van Horssen J (2011) The molecular basis of neurodegeneration in multiple sclerosis. 

FEBS Lett 585:3715-3723. 
 
Lazarov O, Lee M, Peterson DA, Sisodia SS (2002) Evidence that synaptically released beta-amyloid 

accumulates as extracellular deposits in the hippocampus of transgenic mice. J Neurosci 
22:9785-9793. 

 
Leissring MA, Murphy MP, Mead TR, Akbari Y, Sugarman MC, Jannatipour M, Anliker B, Muller U, 

Saftig P, De Strooper B, Wolfe MS, Golde TE, LaFerla FM (2002) A physiologic signaling role 
for the gamma -secretase-derived intracellular fragment of APP. Proc Natl Acad Sci U S A 
99:4697-4702. 

 
Lesne S, Kotilinek L, Ashe KH (2008) Plaque-bearing mice with reduced levels of oligomeric amyloid-

beta assemblies have intact memory function. Neuroscience 151:745-749. 
 
Lesne S, Koh MT, Kotilinek L, Kayed R, Glabe CG, Yang A, Gallagher M, Ashe KH (2006) A specific 

amyloid-beta protein assembly in the brain impairs memory. Nature 440:352-357. 
 
Levi-Montalcini R (1966) The nerve growth factor: its mode of action on sensory and sympathetic 

nerve cells. Harvey Lect 60:217-259. 
 
Levine B, Kroemer G (2008) Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell 132:27-42. 
 
Levy E, Carman MD, Fernandez-Madrid IJ, Power MD, Lieberburg I, van Duinen SG, Bots GT, Luyendijk 

W, Frangione B (1990) Mutation of the Alzheimer's disease amyloid gene in hereditary 
cerebral hemorrhage, Dutch type. Science 248:1124-1126. 

 
Liang XH, Jackson S, Seaman M, Brown K, Kempkes B, Hibshoosh H, Levine B (1999) Induction of 

autophagy and inhibition of tumorigenesis by beclin 1. Nature 402:672-676. 
 



254 
 

Lighthall JW, Goshgarian HG, Pinderski CR (1990) Characterization of axonal injury produced by 
controlled cortical impact. J Neurotrauma 7:65-76. 

 
Lin F, Saadi W, Rhee SW, Wang SJ, Mittal S, Jeon NL (2004) Generation of dynamic temporal and 

spatial concentration gradients using microfluidic devices. Lab Chip 4:164-167. 
 
Liu J, Chang L, Roselli F, Almeida OF, Gao X, Wang X, Yew DT, Wu Y (2010) Amyloid-beta induces 

caspase-dependent loss of PSD-95 and synaptophysin through NMDA receptors. J Alzheimers 
Dis 22:541-556. 

 
Liu Z, Sun C, Olejniczak ET, Meadows RP, Betz SF, Oost T, Herrmann J, Wu JC, Fesik SW (2000) 

Structural basis for binding of Smac/DIABLO to the XIAP BIR3 domain. Nature 408:1004-1008. 
 
Lockshin RA (1969) Programmed cell death. Activation of lysis by a mechanism involving the 

synthesis of protein. J Insect Physiol 15:1505-1516. 
 
Loo DT, Copani A, Pike CJ, Whittemore ER, Walencewicz AJ, Cotman CW (1993) Apoptosis is induced 

by beta-amyloid in cultured central nervous system neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 
90:7951-7955. 

 
Louneva N, Cohen JW, Han LY, Talbot K, Wilson RS, Bennett DA, Trojanowski JQ, Arnold SE (2008) 

Caspase-3 is enriched in postsynaptic densities and increased in Alzheimer's disease. Am J 
Pathol 173:1488-1495. 

 
Lu DC, Rabizadeh S, Chandra S, Shayya RF, Ellerby LM, Ye X, Salvesen GS, Koo EH, Bredesen DE (2000) 

A second cytotoxic proteolytic peptide derived from amyloid beta-protein precursor. Nat 
Med 6:397-404. 

Lue LF, Kuo YM, Roher AE, Brachova L, Shen Y, Sue L, Beach T, Kurth JH, Rydel RE, Rogers J (1999) 
Soluble amyloid beta peptide concentration as a predictor of synaptic change in Alzheimer's 
disease. Am J Pathol 155:853-862. 

 
Lunn ER, Perry VH, Brown MC, Rosen H, Gordon S (1989) Absence of Wallerian Degeneration does 

not Hinder Regeneration in Peripheral Nerve. Eur J Neurosci 1:27-33. 
 
Luo J, Nikolaev AY, Imai S, Chen D, Su F, Shiloh A, Guarente L, Gu W (2001) Negative control of p53 by 

Sir2alpha promotes cell survival under stress. Cell 107:137-148. 
 
Luo L, O'Leary DD (2005) Axon retraction and degeneration in development and disease. Annu Rev 

Neurosci 28:127-156. 
 
Lyon MF, Ogunkolade BW, Brown MC, Atherton DJ, Perry VH (1993) A gene affecting Wallerian nerve 

degeneration maps distally on mouse chromosome 4. Proc Natl Acad Sci U S A 90:9717-9720. 
 

M 
 
MacDonald JM, Beach MG, Porpiglia E, Sheehan AE, Watts RJ, Freeman MR (2006) The Drosophila 

cell corpse engulfment receptor Draper mediates glial clearance of severed axons. Neuron 
50:869-881. 

 



255 
 

MacInnis BL, Campenot RB (2005) Regulation of Wallerian degeneration and nerve growth factor 
withdrawal-induced pruning of axons of sympathetic neurons by the proteasome and the 
MEK/Erk pathway. Mol Cell Neurosci 28:430-439. 

 
Mack TG, Reiner M, Beirowski B, Mi W, Emanuelli M, Wagner D, Thomson D, Gillingwater T, Court F, 

Conforti L, Fernando FS, Tarlton A, Andressen C, Addicks K, Magni G, Ribchester RR, Perry VH, 
Coleman MP (2001) Wallerian degeneration of injured axons and synapses is delayed by a 
Ube4b/Nmnat chimeric gene. Nat Neurosci 4:1199-1206. 

 
Magni G, Amici A, Emanuelli M, Orsomando G, Raffaelli N, Ruggieri S (2004) Structure and function of 

nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase. Curr Med Chem 11:873-885. 
 
Maiuri MC, Criollo A, Tasdemir E, Vicencio JM, Tajeddine N, Hickman JA, Geneste O, Kroemer G 

(2007a) BH3-only proteins and BH3 mimetics induce autophagy by competitively disrupting 
the interaction between Beclin 1 and Bcl-2/Bcl-X(L). Autophagy 3:374-376. 

 
Maiuri MC, Le Toumelin G, Criollo A, Rain JC, Gautier F, Juin P, Tasdemir E, Pierron G, Troulinaki K, 

Tavernarakis N, Hickman JA, Geneste O, Kroemer G (2007b) Functional and physical 
interaction between Bcl-X(L) and a BH3-like domain in Beclin-1. EMBO J 26:2527-2539. 

 
Makamba H, Kim JH, Lim K, Park N, Hahn JH (2003) Surface modification of poly(dimethylsiloxane) 

microchannels. Electrophoresis 24:3607-3619. 
 
Martin N, Jaubert J, Gounon P, Salido E, Haase G, Szatanik M, Guenet JL (2002) A missense mutation 

in Tbce causes progressive motor neuronopathy in mice. Nat Genet 32:443-447. 
 
Mattson MP (1997) Cellular actions of beta-amyloid precursor protein and its soluble and 

fibrillogenic derivatives. Physiol Rev 77:1081-1132. 
 
Mattson MP (2004) Pathways towards and away from Alzheimer's disease. Nature 430:631-639. 
 
Mattson MP, Keller JN, Begley JG (1998a) Evidence for synaptic apoptosis. Exp Neurol 153:35-48. 
 
Mattson MP, Partin J, Begley JG (1998b) Amyloid beta-peptide induces apoptosis-related events in 

synapses and dendrites. Brain Res 807:167-176. 
 
Mattson MP, Duan W, Guo Z (2003) Meal size and frequency affect neuronal plasticity and 

vulnerability to disease: cellular and molecular mechanisms. J Neurochem 84:417-431. 
 
Maycotte P, Guemez-Gamboa A, Moran J (2010) Apoptosis and autophagy in rat cerebellar granule 

neuron death: Role of reactive oxygen species. J Neurosci Res 88:73-85. 
 
Mayeux R (2003) Epidemiology of neurodegeneration. Annu Rev Neurosci 26:81-104. 
 
Mayeux R, Honig LS, Tang MX, Manly J, Stern Y, Schupf N, Mehta PD (2003) Plasma A[beta]40 and 

A[beta]42 and Alzheimer's disease: relation to age, mortality, and risk. Neurology 61:1185-
1190. 

 
McCarran WJ, Goldberg MP (2007) White matter axon vulnerability to AMPA/kainate receptor-

mediated ischemic injury is developmentally regulated. J Neurosci 27:4220-4229. 
 



256 
 

McGeer PL, Itagaki S, Tago H, McGeer EG (1987) Reactive microglia in patients with senile dementia 
of the Alzheimer type are positive for the histocompatibility glycoprotein HLA-DR. Neurosci 
Lett 79:195-200. 

 
McLean CA, Cherny RA, Fraser FW, Fuller SJ, Smith MJ, Beyreuther K, Bush AI, Masters CL (1999) 

Soluble pool of Abeta amyloid as a determinant of severity of neurodegeneration in 
Alzheimer's disease. Ann Neurol 46:860-866. 

 
Melli G, Keswani SC, Fischer A, Chen W, Hoke A (2006) Spatially distinct and functionally independent 

mechanisms of axonal degeneration in a model of HIV-associated sensory neuropathy. Brain 
129:1330-1338. 

 
Mignotte B, Vayssiere JL (1998) Mitochondria and apoptosis. Eur J Biochem 252:1-15. 
 
Miller BR, Press C, Daniels RW, Sasaki Y, Milbrandt J, DiAntonio A (2009) A dual leucine kinase-

dependent axon self-destruction program promotes Wallerian degeneration. Nat Neurosci 
12:387-389. 

 
Millucci L, Ghezzi L, Bernardini G, Santucci (2010) A Conformations and biological activities of amyloid 

beta peptide 25-35. Curr Protein Pept Sci 11:54-67. 
 
Mizushima N, Levine B, Cuervo AM, Klionsky DJ (2008) Autophagy fights disease through cellular self-

digestion. Nature 451:1069-1075. 
 
Morrison JH, Baxter MG (2012) The ageing cortical synapse: hallmarks and implications for cognitive 

decline. Nat Rev Neurosci 13:240-250. 
 
Murrell J, Farlow M, Ghetti B, Benson MD (1991) A mutation in the amyloid precursor protein 

associated with hereditary Alzheimer's disease. Science 254:97-99. 
 

N 
 

Naert G, Rivest S (2011)  The role of microglial cell subsets in Alzheimer's disease. Curr Alzheimer Res 
8:151-155. 

 

 
Nagele RG, D'Andrea MR, Anderson WJ, Wang HY (2002) Intracellular accumulation of beta-

amyloid(1-42) in neurons is facilitated by the alpha 7 nicotinic acetylcholine receptor in 
Alzheimer's disease. Neuroscience 110:199-211. 

 
Nakagawa T, Zhu H, Morishima N, Li E, Xu J, Yankner BA, Yuan J (2000) Caspase-12 mediates 

endoplasmic-reticulum-specific apoptosis and cytotoxicity by amyloid-beta. Nature 403:98-
103. 

 
Narai H, Manabe Y, Nagai M, Nagano I, Ohta Y, Murakami T, Takehisa Y, Kamiya T, Abe K (2009) Early 

detachment of neuromuscular junction proteins in ALS mice with SODG93A mutation. Neurol 
Int 1:e16. 

 
Narendra D, Tanaka A, Suen DF, Youle RJ (2008) Parkin is recruited selectively to impaired 

mitochondria and promotes their autophagy. J Cell Biol 183:795-803. 



257 
 

 
 
Neher JJ, Neniskyte U, Zhao JW, Bal-Price A, Tolkovsky AM, Brown GC (2011) Inhibition of microglial 

phagocytosis is sufficient to prevent inflammatory neuronal death. J Immunol 186:4973-
4983. 

 
Neniskyte U, Neher JJ, Brown GC (2011) (Neuronal death induced by nanomolar amyloid beta is 

mediated by primary phagocytosis of neurons by microglia. J Biol Chem 286:39904-39913. 
 
Nikolaev A, McLaughlin T, O'Leary DD, Tessier-Lavigne M (2009) APP binds DR6 to trigger axon 

pruning and neuron death via distinct caspases. Nature 457:981-989. 

 
O 

 
O'Brien RJ, Wong PC (2011) Amyloid precursor protein processing and Alzheimer's disease. Annu Rev 

Neurosci 34:185-204. 
 

P 
 
Pattingre S, Tassa A, Qu X, Garuti R, Liang XH, Mizushima N, Packer M, Schneider MD, Levine B (2005) 

Bcl-2 antiapoptotic proteins inhibit Beclin 1-dependent autophagy. Cell 122:927-939. 
 
Paul D, Saias L, Pedinotti JC, Chabert M, Magnifico S, Pallandre A, De Lambert B, Houdayer C, Brugg B, 

Peyrin JM, Viovy JL (2011) A "dry and wet hybrid" lithography technique for multilevel 
replication templates: Applications to microfluidic neuron culture and two-phase global 
mixing. Biomicrofluidics 5:24102. 

 
Penberthy WT, Tsunoda I (2009) The importance of NAD in multiple sclerosis. Curr Pharm Des 15:64-

99. 
 
Perlson E, Maday S, Fu MM, Moughamian AJ, Holzbaur (2010) EL Retrograde axonal transport: 

pathways to cell death? Trends Neurosci 33:335-344. 
 
Perry VH, Brown MC, Tsao JW (1992) The Effectiveness of the Gene Which Slows the Rate of 

Wallerian Degeneration in C57BL/Ola Mice Declines With Age. Eur J Neurosci 4:1000-1002. 
 
Perry VH, Brown MC, Lunn ER, Tree P, Gordon S (1990) Evidence that Very Slow Wallerian 

Degeneration in C57BL/Ola Mice is an Intrinsic Property of the Peripheral Nerve. Eur J 
Neurosci 2:802-808. 

 
Peyrin JM, Deleglise B, Saias L, Vignes M, Gougis P, Magnifico S, Betuing S, Pietri M, Caboche J, 

Vanhoutte P, Viovy JL, Brugg B (2011) Axon diodes for the reconstruction of oriented 
neuronal networks in microfluidic chambers. Lab Chip 11:3663-3673. 

 
Philipson O, Lord A, Gumucio A, O'Callaghan P, Lannfelt L, Nilsson LN (2010) Animal models of 

amyloid-beta-related pathologies in Alzheimer's disease. FEBS J 277:1389-1409. 
 
Potts MB, Adwanikar H, Noble-Haeusslein LJ (2009) Models of traumatic cerebellar injury. 

Cerebellum 8:211-221. 
 



258 
 

Press C, Milbrandt J (2008) Nmnat delays axonal degeneration caused by mitochondrial and oxidative 
stress. J Neurosci 28:4861-4871. 

 
Press C, Milbrandt J (2009) The purine nucleosides adenosine and guanosine delay axonal 

degeneration in vitro. J Neurochem 109:595-602. 
 
Price DL, Sisodia SS (1998) Mutant genes in familial Alzheimer's disease and transgenic models. Annu 

Rev Neurosci 21:479-505. 
 

Q 

 
Qiu X, Brown KV, Moran Y, Chen D (2010) Sirtuin regulation in calorie restriction. Biochim Biophys 

Acta 1804:1576-1583. 
 
Qiu X, Brown K, Hirschey MD, Verdin E, Chen D (2010) Calorie restriction reduces oxidative stress by 

SIRT3-mediated SOD2 activation. Cell Metab 12:662-667. 
 
Quiroz-Baez R, Ferrera P, Rosendo-Gutierrez R, Moran J, Bermudez-Rattoni F, Arias C (2011) Caspase-

12 activation is involved in amyloid-beta protein-induced synaptic toxicity. J Alzheimers Dis 
26:467-476. 

 

R 
 

Radde R, Bolmont T, Kaeser SA, Coomaraswamy J, Lindau D, Stoltze L, Calhoun ME, Jaggi F, Wolburg 
H, Gengler S, Haass C, Ghetti B, Czech C, Holscher C, Mathews PM, Jucker M (2006) Abeta42-
driven cerebral amyloidosis in transgenic mice reveals early and robust pathology. EMBO Rep 
7:940-946. 

 
Raff MC, Whitmore AV, Finn JT (2002) Axonal self-destruction and neurodegeneration. Science 

296:868-871. 
 
Roch JM, Masliah E, Roch-Levecq AC, Sundsmo MP, Otero DA, Veinbergs I, Saitoh T (1994) Increase of 

synaptic density and memory retention by a peptide representing the trophic domain of the 
amyloid beta/A4 protein precursor. Proc Natl Acad Sci U S A 91:7450-7454. 

 
Rohn TT (2010) The role of caspases in Alzheimer's disease; potential novel therapeutic 

opportunities. Apoptosis 15:1403-1409. 
 
Rohn TT, Head E (2008) Caspase activation in Alzheimer's disease: early to rise and late to bed. Rev 

Neurosci 19:383-393. 
 
Roy N, Mahadevan MS, McLean M, Shutler G, Yaraghi Z, Farahani R, Baird S, Besner-Johnston A, 

Lefebvre C, Kang X, et al. (1995) The gene for neuronal apoptosis inhibitory protein is 
partially deleted in individuals with spinal muscular atrophy. Cell 80:167-178. 

 
Ryoo HD, Bergmann A, Gonen H, Ciechanover A, Steller H (2002) Regulation of Drosophila IAP1 

degradation and apoptosis by reaper and ubcD1. Nat Cell Biol 4:432-438. 
 

S 
 



259 
 

Saadi W, Rhee SW, Lin F, Vahidi B, Chung BG, Jeon NL (2007) Generation of stable concentration 
gradients in 2D and 3D environments using a microfluidic ladder chamber. Biomed 
Microdevices 9:627-635. 

 
Sadoshima J (2011) Sirt3 targets mPTP and prevents aging in the heart. Aging (Albany NY) 3:12-13. 
 
Sagot Y, Tan SA, Hammang JP, Aebischer P, Kato AC (1996) GDNF slows loss of motoneurons but not 

axonal degeneration or premature death of pmn/pmn mice. J Neurosci 16:2335-2341. 
 
Sagot Y, Dubois-Dauphin M, Tan SA, de Bilbao F, Aebischer P, Martinou JC, Kato AC (1995) Bcl-2 

overexpression prevents motoneuron cell body loss but not axonal degeneration in a mouse 
model of a neurodegenerative disease. J Neurosci 15:7727-7733. 

 
Sasaki A, Shoji M, Harigaya Y, Kawarabayashi T, Ikeda M, Naito M, Matsubara E, Abe K, Nakazato Y 

(2002) Amyloid cored plaques in Tg2576 transgenic mice are characterized by giant plaques, 
slightly activated microglia, and the lack of paired helical filament-typed, dystrophic neurites. 
Virchows Arch 441:358-367. 

 
Sasaki Y, Milbrandt J (2010) Axonal degeneration is blocked by nicotinamide mononucleotide 

adenylyltransferase (Nmnat) protein transduction into transected axons. J Biol Chem 
285:41211-41215. 

 
Sasaki Y, Araki T, Milbrandt J (2006) Stimulation of nicotinamide adenine dinucleotide biosynthetic 

pathways delays axonal degeneration after axotomy. J Neurosci 26:8484-8491. 
 
Sasaki Y, Vohra BP, Lund FE, Milbrandt J (2009a) Nicotinamide mononucleotide adenylyl transferase-

mediated axonal protection requires enzymatic activity but not increased levels of neuronal 
nicotinamide adenine dinucleotide. J Neurosci 29:5525-5535. 

 
Sasaki Y, Vohra BP, Baloh RH, Milbrandt J (2009b) Transgenic mice expressing the Nmnat1 protein 

manifest robust delay in axonal degeneration in vivo. J Neurosci 29:6526-6534. 
 

Sastre M, Richardson JC, Gentleman SM, Brooks DJ (2011) Inflammatory risk factors and pathologies 
associated with Alzheimer's disease. Curr Alzheimer Res 8:132-141. 

 
 
Scelfo B, Strata P, Knopfel T (2003) Sodium imaging of climbing fiber innervation fields in developing 

mouse Purkinje cells. J Neurophysiol 89:2555-2563. 
 
Scheuner D et al. (1996) Secreted amyloid beta-protein similar to that in the senile plaques of 

Alzheimer's disease is increased in vivo by the presenilin 1 and 2 and APP mutations linked to 
familial Alzheimer's disease. Nat Med 2:864-870. 

 
Schiffer D, Attanasio A, Chio A, Migheli A, Pezzulo T (1994) Ubiquitinated dystrophic neurites suggest 

corticospinal derangement in patients with amyotrophic lateral sclerosis. Neurosci Lett 
180:21-24. 

 
Schlaepfer WW, Micko S (1979) Calcium-dependent alterations of neurofilament proteins of rat 

peripheral nerve. J Neurochem 32:211-219. 
 



260 
 

Schlamp CL, Li Y, Dietz JA, Janssen KT, Nickells RW (2006) Progressive ganglion cell loss and optic 
nerve degeneration in DBA/2J mice is variable and asymmetric. BMC Neurosci 7:66. 

 
Schmalbruch H, Jensen HJ, Bjaerg M, Kamieniecka Z, Kurland L (1991) A new mouse mutant with 

progressive motor neuronopathy. J Neuropathol Exp Neurol 50:192-204. 
 
Schoenmann Z, Assa-Kunik E, Tiomny S, Minis A, Haklai-Topper L, Arama E, Yaron A (2010) Axonal 

degeneration is regulated by the apoptotic machinery or a NAD+-sensitive pathway in insects 
and mammals. J Neurosci 30:6375-6386. 

 
Selkoe DJ (2002) Alzheimer's disease is a synaptic failure. Science 298:789-791. 
 
Shepherd GM, Raastad M (2003) Axonal varicosity distributions along parallel fibers: a new angle on 

a cerebellar circuit. Cerebellum 2:110-113. 
 
Shimizu S, Narita M, Tsujimoto Y (1999) Bcl-2 family proteins regulate the release of apoptogenic 

cytochrome c by the mitochondrial channel VDAC. Nature 399:483-487. 
 
Shulga N, Wilson-Smith R, Pastorino JG (2010) Sirtuin-3 deacetylation of cyclophilin D induces 

dissociation of hexokinase II from the mitochondria. J Cell Sci 123:894-902. 
 
Shulga N, Wilson-Smith R, Pastorino JG (2009) Hexokinase II detachment from the mitochondria 

potentiates cisplatin induced cytotoxicity through a caspase-2 dependent mechanism. Cell 
Cycle 8:3355-3364. 

 
Sia SK, Whitesides GM (2003) Microfluidic devices fabricated in poly(dimethylsiloxane) for biological 

studies. Electrophoresis 24:3563-3576. 
 
Sievers C, Platt N, Perry VH, Coleman MP, Conforti L (2003) Neurites undergoing Wallerian 

degeneration show an apoptotic-like process with Annexin V positive staining and loss of 
mitochondrial membrane potential. Neurosci Res 46:161-169. 

 
Sima AA, Bouchier M, Christensen H (1983) Axonal atrophy in sensory nerves of the diabetic BB-

Wistar rat: a possible early correlate of human diabetic neuropathy. Ann Neurol 13:264-272. 
 
Simard AR, Soulet D, Gowing G, Julien JP, Rivest S (2006) Bone marrow-derived microglia play a 

critical role in restricting senile plaque formation in Alzheimer's disease. Neuron 49:489-502. 
 
Simonin Y, Ferrer-Alcon M, Ferri A, Kato AC (2007) The neuroprotective effects of the WldS gene are 

correlated with proteasome expression rather than apoptosis. Eur J Neurosci 25:2269-2274. 
 
Smale G, Nichols NR, Brady DR, Finch CE, Horton WE, Jr. (1995) Evidence for apoptotic cell death in 

Alzheimer's disease. Exp Neurol 133:225-230. 
 
Small DH, Mok SS, Bornstein JC (2001) Alzheimer's disease and Abeta toxicity: from top to bottom. 

Nat Rev Neurosci 2:595-598. 
 
Spanos GK, Wilde EA, Bigler ED, Cleavinger HB, Fearing MA, Levin HS, Li X, Hunter JV (2007) 

cerebellar atrophy after moderate-to-severe pediatric traumatic brain injury. AJNR Am J 
Neuroradiol 28:537-542. 

 



261 
 

Srinivasula SM, Hegde R, Saleh A, Datta P, Shiozaki E, Chai J, Lee RA, Robbins PD, Fernandes-Alnemri 
T, Shi Y, Alnemri ES (2001) A conserved XIAP-interaction motif in caspase-9 and Smac/DIABLO 
regulates caspase activity and apoptosis. Nature 410:112-116. 

 
Stamer K, Vogel R, Thies E, Mandelkow E, Mandelkow EM (2002) Tau blocks traffic of organelles, 

neurofilaments, and APP vesicles in neurons and enhances oxidative stress. J Cell Biol 
156:1051-1063. 

 
Stefanis L (2005) Caspase-dependent and -independent neuronal death: two distinct pathways to 

neuronal injury. Neuroscientist 11:50-62. 
 
Stinear CM, Barber PA, Smale PR, Coxon JP, Fleming MK, Byblow WD (2007) Functional potential in 

chronic stroke patients depends on corticospinal tract integrity. Brain 130:170-180. 
 
Su JH, Deng G, Cotman CW (1997) Bax protein expression is increased in Alzheimer's brain: 

correlations with DNA damage, Bcl-2 expression, and brain pathology. J Neuropathol Exp 
Neurol 56:86-93. 

 
Su JH, Anderson AJ, Cummings BJ, Cotman CW (1994) Immunohistochemical evidence for apoptosis 

in Alzheimer's disease. Neuroreport 5:2529-2533. 
 
Sunio A, Bittner GD (1997) Cyclosporin A retards the wallerian degeneration of peripheral 

mammalian axons. Exp Neurol 146:46-56. 
 
Suzuki K, Koike T (2007a) Resveratrol abolishes resistance to axonal degeneration in slow Wallerian 

degeneration (WldS) mice: activation of SIRT2, an NAD-dependent tubulin deacetylase. 
Biochem Biophys Res Commun 359:665-671. 

 
Suzuki K, Koike T (2007b) Mammalian Sir2-related protein (SIRT) 2-mediated modulation of 

resistance to axonal degeneration in slow Wallerian degeneration mice: a crucial role of 
tubulin deacetylation. Neuroscience 147:599-612. 

 
Suzuki N, Cheung TT, Cai XD, Odaka A, Otvos L, Jr., Eckman C, Golde TE, Younkin SG (1994) An 

increased percentage of long amyloid beta protein secreted by familial amyloid beta protein 
precursor (beta APP717) mutants. Science 264:1336-1340. 

 
Szodorai A, Kuan YH, Hunzelmann S, Engel U, Sakane A, Sasaki T, Takai Y, Kirsch J, Muller U, 

Beyreuther K, Brady S, Morfini G, Kins S (2009) APP anterograde transport requires Rab3A 
GTPase activity for assembly of the transport vesicle. J Neurosci 29:14534-14544. 

 

T 

 
Takasugi N, Tomita T, Hayashi I, Tsuruoka M, Niimura M, Takahashi Y, Thinakaran G, Iwatsubo T 

(2003) The role of presenilin cofactors in the gamma-secretase complex. Nature 422:438-
441. 

 
Tanzi RE, Bertram L (2005) Twenty years of the Alzheimer's disease amyloid hypothesis: a genetic 

perspective. Cell 120:545-555. 
 



262 
 

Tao R, Coleman MC, Pennington JD, Ozden O, Park SH, Jiang H, Kim HS, Flynn CR, Hill S, Hayes 
McDonald W, Olivier AK, Spitz DR, Gius D Sirt3-mediated deacetylation of evolutionarily 
conserved lysine 122 regulates MnSOD activity in response to stress. Mol Cell 40:893-904. 

 
Taskinen HS, Roytta M (2000) Cyclosporin A affects axons and macrophages during Wallerian 

degeneration. J Neurotrauma 17:431-440. 
 
Taylor AM, Rhee SW, Tu CH, Cribbs DH, Cotman CW, Jeon NL (2003) Microfluidic Multicompartment 

Device for Neuroscience Research. Langmuir 19:1551-1556. 
 
Taylor AM, Blurton-Jones M, Rhee SW, Cribbs DH, Cotman CW, Jeon NL (2005) A microfluidic culture 

platform for CNS axonal injury, regeneration and transport. Nat Methods 2:599-605. 
 
Thorburn A (2008) Apoptosis and autophagy: regulatory connections between two supposedly 

different processes. Apoptosis 13:1-9. 
 
Tissenbaum HA, Guarente L (2001) Increased dosage of a sir-2 gene extends lifespan in 

Caenorhabditis elegans. Nature 410:227-230. 
 
Tokunaga S, Araki T (2012) Wallerian degeneration slow mouse neurons are protected against cell 

death caused by mechanisms involving mitochondrial electron transport dysfunction. J 
Neurosci Res 90:664-671. 

 
Treier M, Seufert W, Jentsch S (1992) Drosophila UbcD1 encodes a highly conserved ubiquitin-

conjugating enzyme involved in selective protein degradation. EMBO J 11:367-372. 
 
Trojanowski JQ, Schmidt ML, Shin RW, Bramblett GT, Rao D, Lee VM (1993) Altered tau and 

neurofilament proteins in neuro-degenerative diseases: diagnostic implications for 
Alzheimer's disease and Lewy body dementias. Brain Pathol 3:45-54. 

 
Tsai J, Grutzendler J, Duff K, Gan WB (2004) Fibrillar amyloid deposition leads to local synaptic 

abnormalities and breakage of neuronal branches. Nat Neurosci 7:1181-1183. 
 

U 

 
Ueno M, Onodera M, Naya T, Toyama Y, Hosomi N, Huang CL, Nishiyama Y, Kusaka T, Miki Y, Kohno 

M, Tomimoto H, Sakamoto H (2010) Axonal damage in acute cerebral infarction showing ADC 
reduction. J Neurol 257:1559-1561. 

 

V 

 
 
Vickers JC, King AE, Woodhouse A, Kirkcaldie MT, Staal JA, McCormack GH, Blizzard CA, Musgrove RE, 

Mitew S, Liu Y, Chuckowree JA, Bibari O, Dickson TC (2009) Axonopathy and cytoskeletal 
disruption in degenerative diseases of the central nervous system. Brain Res Bull 80:217-223. 

 
 

W 
 



263 
 

Wagner GR, Pride PM, Babbey CM, Payne RM (2012) Friedreich's ataxia reveals a mechanism for 
coordinate regulation of oxidative metabolism via feedback inhibition of the SIRT3 
deacetylase. Hum Mol Genet. 

 
Walker NP, Talanian RV, Brady KD, Dang LC, Bump NJ, Ferenz CR, Franklin S, Ghayur T, Hackett MC, 

Hammill LD, et al. (1994) Crystal structure of the cysteine protease interleukin-1 beta-
converting enzyme: a (p20/p10)2 homodimer. Cell 78:343-352. 

 
Walsh DM, Lomakin A, Benedek GB, Condron MM, Teplow DB (1997) Amyloid beta-protein 

fibrillogenesis. Detection of a protofibrillar intermediate. J Biol Chem 272:22364-22372. 
 
Walsh DM, Hartley DM, Kusumoto Y, Fezoui Y, Condron MM, Lomakin A, Benedek GB, Selkoe DJ, 

Teplow DB (1999) Amyloid beta-protein fibrillogenesis. Structure and biological activity of 
protofibrillar intermediates. J Biol Chem 274:25945-25952. 

 
Walsh JC, McLeod JG (1970) Alcoholic neuropathy. Proc Aust Assoc Neurol 7:77-83. 
 
Wang AL, Yuan M, Neufeld AH (2006) Degeneration of neuronal cell bodies following axonal injury in 

Wld(S) mice. J Neurosci Res 84:1799-1807. 
 
Wang J, He Z (2009) NAD and axon degeneration: from the Wlds gene to neurochemistry. Cell Adh 

Migr 3:77-87. 
 
Wang J, Zhai Q, Chen Y, Lin E, Gu W, McBurney MW, He Z (2005) A local mechanism mediates NAD-

dependent protection of axon degeneration. J Cell Biol 170:349-355. 
 
Wang JT, Medress ZA, Barres BA (2012) Axon degeneration: molecular mechanisms of a self-

destruction pathway. J Cell Biol 196:7-18. 
 
Wang K, Klionsky DJ (2011) Mitochondria removal by autophagy. Autophagy 7:297-300. 
 
Wang MS, Fang G, Culver DG, Davis AA, Rich MM, Glass JD (2001) The WldS protein protects against 

axonal degeneration: a model of gene therapy for peripheral neuropathy. Ann Neurol 
50:773-779. 

 
Wang SL, Hawkins CJ, Yoo SJ, Muller HA, Hay BA (1999) The Drosophila caspase inhibitor DIAP1 is 

essential for cell survival and is negatively regulated by HID. Cell 98:453-463. 
 
Watts RJ, Hoopfer ED, Luo L (2003) Axon pruning during Drosophila metamorphosis: evidence for 

local degeneration and requirement of the ubiquitin-proteasome system. Neuron 38:871-
885. 

 
Wei W, Nguyen LN, Kessels HW, Hagiwara H, Sisodia S, Malinow R (2010) Amyloid beta from axons 

and dendrites reduces local spine number and plasticity. Nat Neurosci 13:190-196. 
 
Whitesides GM, Ostuni E, Takayama S, Jiang X, Ingber DE (2001) Soft lithography in biology and 

biochemistry. Annu Rev Biomed Eng 3:335-373. 
 
Whitmore AV, Lindsten T, Raff MC, Thompson CB (2003) The proapoptotic proteins Bax and Bak are 

not involved in Wallerian degeneration. Cell Death Differ 10:260-261. 
 



264 
 

Wilbrey AL, Haley JE, Wishart TM, Conforti L, Morreale G, Beirowski B, Babetto E, Adalbert R, 
Gillingwater TH, Smith T, Wyllie DJ, Ribchester RR, Coleman MP (2008) VCP binding 
influences intracellular distribution of the slow Wallerian degeneration protein, Wld(S). Mol 
Cell Neurosci 38:325-340. 

 
Williams DW, Kondo S, Krzyzanowska A, Hiromi Y, Truman JW (2006) Local caspase activity directs 

engulfment of dendrites during pruning. Nat Neurosci 9:1234-1236. 
 
Wilson KP, Black JA, Thomson JA, Kim EE, Griffith JP, Navia MA, Murcko MA, Chambers SP, Aldape 

RA, Raybuck SA, et al. (1994) Structure and mechanism of interleukin-1 beta converting 
enzyme. Nature 370:270-275. 

 
Wirths O, Breyhan H, Schafer S, Roth C, Bayer TA (2008) Deficits in working memory and motor 

performance in the APP/PS1ki mouse model for Alzheimer's disease. Neurobiol Aging 
29:891-901. 

 
Wright AK, Wishart TM, Ingham CA, Gillingwater TH (2010) Synaptic protection in the brain of WldS 

mice occurs independently of age but is sensitive to gene-dose. PLoS One 5:e15108. 
 

X 
 

Xie M, Wang Q, Wu TH, Song SK, Sun SW (2011) Delayed axonal degeneration in slow Wallerian 
degeneration mutant mice detected using diffusion tensor imaging. Neuroscience 197:339-
347. 

 
Xiong X, Collins CA A (2012) conditioning lesion protects axons from degeneration via the 

Wallenda/DLK MAP kinase signaling cascade. J Neurosci 32:610-615. 
 
Xiong X, Wang X, Ewanek R, Bhat P, Diantonio A, Collins CA (2010) Protein turnover of the 

Wallenda/DLK kinase regulates a retrograde response to axonal injury. J Cell Biol 191:211-
223. 

 

Y 
 
Yahata N, Yuasa S, Araki T (2009) Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase expression in 

mitochondrial matrix delays Wallerian degeneration. J Neurosci 29:6276-6284. 
 
Yan T, Feng Y, Zhai Q (2010) Axon degeneration: Mechanisms and implications of a distinct program 

from cell death. Neurochem Int 56:529-534. 
 
Yang F, Sun X, Beech W, Teter B, Wu S, Sigel J, Vinters HV, Frautschy SA, Cole GM (1998) Antibody to 

caspase-cleaved actin detects apoptosis in differentiated neuroblastoma and plaque-
associated neurons and microglia in Alzheimer's disease. Am J Pathol 152:379-389. 

 
Yang Y, Xu K, Koike T, Zheng X (2008) Transport of autophagosomes in neurites of PC12 cells during 

serum deprivation. Autophagy 4:243-245. 
 
Yu G et al. (2000) Nicastrin modulates presenilin-mediated notch/glp-1 signal transduction and 

betaAPP processing. Nature 407:48-54. 
 
Yuan J, Yankner BA (2000) Apoptosis in the nervous system. Nature 407:802-809. 



265 
 

 
Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz HR (1993) The C. elegans cell death gene ced-3 encodes 

a protein similar to mammalian interleukin-1 beta-converting enzyme. Cell 75:641-652. 
 
Yue Z, Wang QJ, Komatsu M (2008) Neuronal autophagy: going the distance to the axon. Autophagy 

4:94-96. 

Z 
 
Zhai Q, Wang J, Kim A, Liu Q, Watts R, Hoopfer E, Mitchison T, Luo L, He Z (2003) Involvement of the 

ubiquitin-proteasome system in the early stages of wallerian degeneration. Neuron 39:217-
225. 

 
Zhai RG, Zhang F, Hiesinger PR, Cao Y, Haueter CM, Bellen HJ (2008) NAD synthase NMNAT acts as a 

chaperone to protect against neurodegeneration. Nature 452:887-891. 
 
Zhai RG, Cao Y, Hiesinger PR, Zhou Y, Mehta SQ, Schulze KL, Verstreken P, Bellen HJ (2006) Drosophila 

NMNAT maintains neural integrity independent of its NAD synthesis activity. PLoS Biol 
4:e416. 

 
Zhang YW, Thompson R, Zhang H, Xu H (2011) APP processing in Alzheimer's disease. Mol Brain 4:3. 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



266 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



267 
 

Abstract 

 

In chronic degenerative processes, such as Alzheimer Diseases (AD), neurodegeneration 

occurs over long period of time, in which neurons slowly build up aggregated proteins, 

progressively lose their synapses, axons and ultimately their cell bodies. Due to the intrinsic 

complexity of brain wiring and lack of experimental models, the molecular mechanisms 

involved in synaptic and axonal degeneration in chronic processes are poorly understood. 

Nevertheless, in AD, neurons may suffer from localized (somatic, dendritic or axonal) insults 

that could progressively modify local transduction pathways and lead to the propagation of 

degenerative signals inside the neurons.  

Using primary neuronal cultures, compartimentalized in microfluidic cell culture platforms, 

we show that somato-dendritic application of pro-apoptotic inducers triggers the propagation 

of a degenerative signal in axons shafts, leading to progressive cytoskeleton alteration and 

ultimately to axonal destruction. Using local inhibition of transduction pathways, we show 

that the degenerative signal originating from neuronal soma involves mitochondrial fission, 

cytochrome C release and transient axonal activation of JNK and caspase 6.  Interestingly, 

whereas activation of these pro-apoptotic pathways in axons can lead to axonal 

dismantlement, axonal vulnerability is tightly controlled by cell body integrity.   

We further demonstrate that the Sirtuine 3 (SIRT3), a deacetylase NAD+ dependante localize 

in mitochondria, confer a strong protection against axonal fragmentation. Thus our results 

suggest that local mitochondrial energetic level (SIRT3) together with apoptotic signaling can 

lead to axonal degeneration in neurodegenerative diseases (Magnifico S et al., article 

submitted).  

Finally, using the aggregated form of the amyloid peptide 25-35, modeling a focal amyloid 

plaque deposition, we confirm our observations demonstrating that the distal axon is partially 

resistant to exposure of peptide 25-35, while that exposure somatic triggers an anterograde 

propagation of a signal which leads to toxic retrograde degeneration of the axon. This relative 

resistance can be explained by axonal anterograde transport of mitochondria sound from the 

cell body. (Magnifico S et al., Article being written). 

In conclusion, this work allows understanding the mechanisms of axonal degeneration 

observed in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease. 
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Résumé 

 

 

Dans les pathologies neurodégénératives comme la Maladie d’Alzheimer, les neurones 

meurent par un processus de mort cellulaire programmée, « suicide », appelé apoptose. Des 

études in vivo, ont montré que cette étape de destruction somatique, tardive, est précédée de 

phénomènes précoces de dysfonctionnements synaptiques et de dégénérescences axonales. 

L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue 

progressivement des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »). 

Néanmoins, en l’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires 

qui conduisent au dying back demeurent encore mal connus. Nous nous proposons d’aborder 

cette problématique en utilisant un nouveau système de culture primaire de neurones ; la 

microfluidique, qui permet une compartimentalisation efficace des axones et des somas de 

neurones issus du système nerveux central.  

 

Grâce à cet outil, nous mettons en évidence pour la première fois, qu’un stress appliqué 

uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire un dying back pattern. En 

effet, l’axone commence à se fragmenter alors que le corps cellulaire  « stressé » ne présente 

aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de dégénérescence se soit propagé dans 

l’axone depuis le soma. D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK  impliquée dans 

les phases précoces de l’apoptose est ici le premier signal observé dans l’axone, contrôlant la 

fission des mitochondries et l’activation des caspases, qui sont les effecteurs moléculaires de 

la phase d’exécution de l’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement 

utilisé pour faire référence à la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre à l’axone.  

De plus, nous avons démontré que la Sirtuine 3 une deacetylase NAD+ dépendante, résidant 

dans la mitochondrie, est elle aussi impliquée. Ainsi nos résultats suggèrent que le NAD+ et 

le programme apoptotique peuvent ensemble participer au devenir de l’axone (Magnifico S et 

al., article soumis).  

 

Enfin, en utilisant la forme agrégée du peptide amyloïde 25-35, modélisant un dépôt focal de 

plaque amyloïde, nous confirmons nos observations en démontrant que la portion distale des 

axones est partiellement résistante à l’exposition du peptide 25-35,  tandis qu’une exposition 

somatique déclenche une propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit à une 

dégénérescence rétrograde de l’axone. Cette relative résistance axonale peut être expliquée 

par le transport antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire. 

(Magnifico S et al., article en cours d’écriture). 

 

En conclusion, ce travail s’intègre dans la compréhension des mécanismes de la 

dégénérescence axonale observée dans les maladies neurodégénératives telle que la Maladie 

d’Alzheimer. 
 


