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RÉSUMÉ 

Le vieillissement démographique pose un réel problème de santé publique due à l’incidence de 

plusieurs maladies liées à l’âge, notamment la démence. Selon l’Organisation mondiale de la 

santé, plus de 55 millions de personnes dans le monde sont atteintes de démences. Ce chiffre 

risque d’augmenter de façon importante dans les prochaines années en l’absence de mesures 

préventives et de thérapies efficaces. La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme de démence la 

plus fréquente de démence avec 60 à 80% des cas. C'est une maladie neurodégénérative à 

évolution lente et discrète qui touche le cerveau et engendre une perte progressive de la mémoire. 

L’âge avancé et la présence de la forme E4 de l’apolipoprotéine E (APOE ε4) sont les principaux 

facteurs de risque de cette maladie.  

Le dépistage de la MA avec les techniques actuellement disponibles, notamment la 

neuroimagerie et la ponction lombaire, présente plusieurs inconvénients. L’imagerie cérébrale est 

coûteuse et peu sensible et la collecte du liquide céphalo-rachidien est invasive, pouvant 

difficilement être appliquée en routine. Par ailleurs, les personnes atteintes d’Alzheimer reçoivent 

souvent leur diagnostic à un stade trop avancé de la maladie. Ainsi, il est important d’établir 

rapidement le diagnostic car les troubles cognitifs deviennent irréversibles après l’apparition des 

symptômes et les traitements médicamenteux sont généralement inefficaces.  

L'objectif de notre projet est de démontrer la faisabilité de développer un test sanguin peu coûteux 

et non invasif pour la surveillance précoce de l’apparition et l’évolution de la MA. Dans cette 

perspective, notre étude vise à identifier des biomarqueurs au stade pré-clinique de la MA liés 

aux facteurs de risques majeurs de la maladie, notamment la présence du gène de susceptibilité 

APOE ε4. Ces marqueurs se trouveraient dans des particules nanométriques appelées vésicules 

extracellulaires, qui circulent entre la périphérie et le cerveau. 

Pour conduire la recherche, une analyse approfondie a été effectuée sur des échantillons 

sanguins prélevés dans le cadre de l’Étude sur la santé et le vieillissement au Canada. La 

population étudiée regroupe des participants qui ne souffraient pas de démences au moment du 

recrutement mais qui ont développé la MA après 5 ans. La cohorte de cette étude offre une 

opportunité unique pour pouvoir identifier certains marqueurs périphériques précoces de la MA. 

Notre étude vise ainsi à établir un diagnostic précoce qui permettrait d’appliquer assez tôt les 

traitements ainsi que tous les conseils préconisés en matière de prévention et offrir aux patients 

l’opportunité d’une meilleure qualité de vie. 

Mots clés : Maladie d'Alzheimer, Diagnostic précoce, Biomarqueurs sanguins, Vésicules 

extracellulaires, apolipoprotéine E, Stress oxydatif 



 iv 

ABSTRACT 

Population ageing is a real public health problem due to the incidence of several age-related 

diseases, in particular dementia. According to the World Health Organization, more than 55 million 

people worldwide have dementia. This figure is likely to increase significantly in the coming years 

due to the lack of preventive measures and effective drug therapies. Alzheimer's disease (AD) is 

the most common form of dementia with 60 to 80% of cases. It is a slow and insidious progressive 

neurodegenerative disease that affects the brain and causes progressive loss of memory. 

Advanced age and the presence of the E4 form of apolipoprotein E (APOE ε4) are the main risk 

factors for this disease. 

The techniques used for AD screening, including neuroimaging and lumbar puncture, has several 

drawbacks. Brain imaging is expensive and insensitive, and the collection of cerebrospinal fluid 

is invasive, difficult to perform routinely. In addition, patients are diagnosed at advanced stages 

of AD. Hence, it is important to establish the diagnosis as early as possible since cognitive 

impairment becomes irreversible after the first symptoms and treatments are then ineffective.  

The aim of our project is to demonstrate the feasibility of developing an inexpensive, non-invasive 

blood test for the early monitoring of the onset and course of AD. In this perspective, our study 

aims to identify biomarkers at the preclinical stage of AD linked to major risk factors for the 

disease, especially the presence of the susceptibility gene APOE ε4. These markers are thought 

to be found in nanometric plasma lipid particles called "extracellular vesicles", that shuttle 

between the brain and the peripheral blood circulation. 

To conduct the research, an in-depth analysis was performed on blood samples collected as part 

of the Canadian Study of Health and Aging. The study population includes participants who did 

not suffer from dementia at the time of recruitment but who developed AD 5 years later. This study 

cohort offers a unique opportunity to identify potential early peripheral markers of AD. 

Our study aims to establish an early diagnosis that could help to adapt the treatments more 

effectively in order to better stimulate the cognitive and memorization faculties as well as to 

monitor the disease progression. Patients will gain in comfort and will have the opportunity to 

anticipate and better manage the disease development. 

Keywords : Alzheimer’s disease, Early diagnosis, Blood biomarkers, Extracellular vesicles, 

apolipoprotein E, Oxidative stress  
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1 INTRODUCTION 

La démence, aussi appelée trouble neurocognitif majeur, regroupe l’ensemble des atteintes 

pathologiques touchant le cerveau et provoquant une perte des facultés cognitives qui réduisent 

la capacité d’une personne à s’occuper d’elle-même de façon autonome (Emmady & Tadi, 2022). 

Il y a un affaiblissement psychique profond, global et progressif qui altère la performance dans 

une ou plusieurs fonctions cognitives comme le langage, les fonctions exécutives (ex., 

planification, organisation), la mémoire, les fonctions visio-motrices ou les aptitudes sociales 

(Emmady & Tadi, 2022). De nos jours, le nombre de personnes dans le monde souffrant de 

démence est estimé à 55 millions, et ce nombre devrait tripler d'ici 2050 (OMS, 2022).  

La maladie d’Alzheimer (MA) est le type majeur de démence et serait à l’origine de 60 à 80% des 

cas (Bellenguez et al., 2022). La MA a des conséquences physiques, psychologiques, sociales 

et économiques pour la personne atteinte ainsi que pour son entourage et la société. Au Canada, 

la démence affecte plus de 564 000 personnes dont 153 000 Québécois avec des coûts annuels 

de 2 milliards de dollars qui devraient atteindre 123 milliards de dollars d’ici 2040 (Fédération 

québécoise des Sociétés Alzheimer, 2020). La MA est la deuxième cause de mortalité dans les 

pays à revenu élevé (OMS, 2019), principalement en raison du vieillissement de la population, de 

l’absence de traitement efficace et du diagnostic clinique tardif qui est établi souvent à un stade 

trop avancé de la maladie. En attribuant à la MA le statut de « grande cause nationale » en 2007, 

le gouvernement canadien en a fait une priorité nationale en termes de santé et de recherche. 

Dans le but de mieux appréhender les processus menant à la MA, il est nécessaire d’établir des 

stratégies de prévention efficaces et novatrices afin d’améliorer la prise en charge des patients 

et d’atténuer le fardeau socio-économique qui en est lié.  

 

L’étude histopathologique du cerveau des patients atteints de MA montre l’existence de deux 

types de lésions : les plaques amyloïdes et les dépôts neurofibrillaires (DNF). Ces deux types de 

lésions sont chacune associée à un composé protéique, lui-même associé à la survenue et la 

progression de la maladie : le peptide bêta amyloïde (Aß) pour les plaques amyloïdes, et la 

protéine tau phosphorylée pour les DNF. En plus de ces deux lésions caractéristiques, d’autres 

manifestations pathologiques sont observées telles que : le stress oxydatif, l’inflammation, le 

défaut de la transmission synaptique ou encore le dysfonctionnement mitochondrial (Gulyaeva et 

al., 2017; Sheppard & Coleman, 2020). 
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Le diagnostic clinique de la MA repose tout d’abord sur des tests des fonctions cognitives et sur 

des tests neuropsychologiques qui sont relativement sensibles. Afin de renforcer le diagnostic, 

l’imagerie cérébrale par résonnance magnétique (IRM) est utilisée pour détecter des anomalies 

morphologiques du cerveau comme le repli du cortex et l’atrophie de l’hippocampe (Lama et al., 

2017). De même, l'IRM associée à la tomodensitométrie cérébrale permet d’identifier des lésions 

cérébrales de type vasculaire (Khan et al., 2016). Parallèlement, une technique récente 

d’imagerie connue sous l’appellation de tomographie par émission de positrons (TEP) permet de 

détecter la présence des lésions neurodégénératives par l’utilisation de radiotraceurs qui vont se 

fixer spécifiquement au niveau des enchevêtrements neurofibrillaires (protéine Tau) (Saint-Aubert 

et al., 2017) ou des plaques amyloïdes (Barthel & Sabri, 2017). Le problème des techniques de 

neuroimageries est qu’elles sont coûteuses, pouvant difficilement être appliquées en routine et 

peu accessibles dans un bon nombre de pays.  

Le défi actuel repose sur l’identification des marqueurs périphériques pour le diagnostic de la MA. 

Actuellement, les seuls marqueurs biologiques disponibles sont les rapports de tau phosphorylée 

(p-Tau)/Aß42, tau totale (t-Tau)/Aß42 et Aß42/Aß40 dosés au niveau du liquide céphalo-rachidien 

(LCR) (Blennow & Zetterberg, 2015b). Le prélèvement du LCR est cependant invasif et il est très 

difficile de faire un suivi régulier. D’autres études ont montré la pertinence de certains marqueurs 

sanguins pour le diagnostic de la MA. Ces derniers peuvent être détectés directement dans le 

plasma (Ashton et al., 2021; Clark et al., 2021; Haddad et al., 2019a; Janelidze et al., 2021; 

Mattsson et al., 2017; Moscoso et al., 2021; Nakamura et al., 2018b; Perrotte et al., 2019; Shen 

et al., 2021) ou au niveau de petites poches lipidiques qui circulent entre la périphérie et le 

cerveau appelées vésicules extracellulaires ou EVs (Aharon et al., 2020; Haddad et al., 2021; 

Haddad et al., 2019b; Jia et al., 2019a; Jia et al., 2021; Kapogiannis et al., 2019; Lee et al., 2019; 

Li et al., 2020; Mattsson et al., 2017; Perrotte et al., 2019; Winston et al., 2016b). Ces EVs sont 

des nouvelles cibles prometteuses de biomarqueurs et ouvrent des nouvelles perspectives pour 

le diagnostic de la MA. Enfin, il est à préciser que le diagnostic avec certitude de la MA est effectué 

seulement par autopsie en post-mortem. 

Compte tenu de l’absence d’un traitement curatif et de l’évolution silencieuse et irréversible des 

troubles neurologiques, la mise en place d’un diagnostic précoce permettra de mieux gérer le 

développement de la MA et de prévenir les lésions cérébrales à l’origine de la progression de la 

neurodégénérescence. Selon le National Institute on Aging-Alzheimer’s Association (NIA-

AA), l’identification de biomarqueurs facilement accessibles constitue un enjeu de taille dans le 

domaine des maladies neurodégénératives (Jack et al., 2018). 
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Dans cette perspective, il est très important de viser les stades précoces de la MA pour identifier 

des biomarqueurs précédant l’installation de la maladie. En effet, la MA est généralement 

précédée par une phase pré-clinique caractérisée par une expérience subjective de détérioration 

cognitive mais tout en restant dans la plage normale de performances cognitives (Jack et al., 

2018). Cette altération de la fonction cognitive peut être aussi réversible. Plusieurs dénominations 

désignent les personnes affectées à ce stade y compris celle de « cognitivement déficient mais 

non dément » ou encore mieux connue sous le nom de CIND (Cognitively Impaired Not 

Demented). Des études prospectives effectuées chez des participants CIND montrent qu’après 

2 ans, 34% des participants développent la démence, 14% retrouvent des facultés cognitives 

normales et 52% restent CIND (Hsiung et al., 2006a). Cependant, les raisons de cette divergence 

ne sont pas documentées. D’autre part, il n’existe actuellement aucun marqueur qui permet de 

prédire l’évolution des CIND vers la démence de type Alzheimer. 

Ainsi, l’identification de marqueurs pathologiques à ce stade de la maladie pourra nous renseigner 

sur l’évolution du déclin cognitif chez le groupe de personnes évoluant vers la MA et permettra 

d’établir un diagnostic précoce offrant la possibilité d’intervention rapide et plus efficace. Dans ce 

contexte, l’Étude sur la Santé et le Vieillissement au Canada (CSHA) a pu évaluer, après 5 ans, 

l’évolution d’un groupe de patients CIND vers un état de démence, stable ou normal. La cohorte 

de cette étude nationale offre une opportunité unique pour pouvoir identifier certains marqueurs 

périphériques précoces de la MA. 

Cette étude a viser, dans un premier temps, à analyser au stade pré-clinique et chez des 

participants CIND convertis à la MA, une panoplie de marqueurs liés aux processus 

neurodégénératifs, oxydatifs, trophiques et inflammatoire au niveau plasmatique et vésiculaire, 

combinés aux données cliniques comme une empreinte d’identification moléculaire de la MA et 

de son évolution. Dans un deuxième temps, l’étude de la distribution et le rôle de l'empreinte 

surfacique des EVs permettra de mieux comprendre leur implication dans la physiopathologie de 

la MA. 
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1.1 La Démence 

1.1.1 Définition 

La démence est définie, selon les critères du DSM-5 Manuel Diagnostique et Statistique des 

troubles mentaux (DSM-5), comme un syndrome chronique et progressif caractérisé par une 

perte des facultés mentales qui réduisent la capacité d’une personne à s’occuper d’elle-même de 

façon autonome (Sachdev et al., 2015). Selon les nouveaux critères DSM-5 la démence 

correspond à un trouble neurocognitif majeur (TNC) dans lequel on observe une diminution de la 

performance dans un ou plusieurs domaines cognitifs qui est plus importante que celle du 

vieillissement normal (Sanabria-Castro et al., 2017).  

1.1.2 Prévalence, incidence et facteurs de risque 

Selon l’OMS la démence touche à l’heure actuelle près de 55 millions de personnes à travers le 

monde et il est prévu que ce nombre dépassera la barre de 154 millions aux alentours de 2050 

(OMS, 2022) (Figure 1.1). D’après la Société d’Alzheimer au Canada, 564 000 Canadiens sont 

atteints de démences avec des prévisions d’une croissance de 66% (937 000) de ce nombre en 

2031 (Duong et al., 2017). Selon la même source, la prévalence de la démence chez les 

personnes de plus de 65 ans est de 7 à 8% alors que la prévalence de la MA est de 5,1%. Les 

femmes sont souvent plus touchées (environ 788 femmes et 561 hommes par 10,000 personnes) 

et le risque de la maladie double chaque 5 ans après 65 ans (Cao et al., 2020). 

 

Figure 1.1 Prévalence mondiale de la démence de tous types, de la maladie d’Alzheimer et de la démence 

vasculaire selon les catégories d’âge modifiée de (Cao et al., 2020). Abréviations : MA, maladie d’Alzheimer ; 

DV, Démence vasculaire. La prévalence la plus élevée est observée chez les personnes âgées de + 90 ans. 

Cette augmentation est progressive avec l’âge. Ceci démontre clairement que l’âge est un facteur de risque 

majeur des démences. 
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L’incidence globale de la démence est estimée à 52.85 / 1000 (personnes) chaque année alors 

que celle de la MA est de 34.1 / 1000 (Fiest et al., 2016a; Fiest et al., 2016b) (Figure 1.2). 

 

Figure 1.2 Incidence globale de la démence de tous types et de la maladie d’Alzheimer modifiée de (Fiest 
et al., 2016). Abréviations : MA, maladie d’Alzheimer. Les traits avec point jaune indiquent l’incidence de la 
démence et la MA selon différentes études. La moyenne générale est représentée en losange gris. 

Les facteurs de risque majeurs des démences sont : l’âge avancé, la prédisposition génétique 

(les gènes impliqués diffèrent selon le type de démence), la présence de désordres métaboliques 

et/ou vasculaires, un niveau d’éducation faible, une alimentation déséquilibrée (trop gras, trop 

sucrée, trop salée), la sédentarité et le manque d’activités sociales ou intellectuelles (OMS, 2022).  

1.1.3 Classification 

On distingue plusieurs types de démences : la MA, la démence vasculaire (DV), les formes mixtes 

et d’autres étiologies, à savoir la dégénérescence lobaire frontotemporale et la démence à corps 

de Lewy. Il existe d’autres types de démences moins fréquents à caractère neurodégénératif 

comme le Parkinson, la Chorée de Huntington ou la maladie de Pick (Gale et al., 2018) (Figure 

1.3). Étant donné que la MA représente 60 - 80% des cas de démences, la plupart des recherches 

cliniques se sont plus orientées vers l’étude de sa physiopathologie (diagnostic et traitement). 

 
Figure 1.3 Les types de démences. Adaptée de (Cunningham et al., 2015) 
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1.2 La maladie d’Alzheimer  

1.2.1 Généralités 

La maladie a été décrite pour la première fois en 1906 lors d'une conférence à Tübingen en 

Allemagne par Alois Alzheimer comme un « processus pathologique grave et particulier du cortex 

cérébral » (Alzheimer, 1906). Actuellement, la MA est considérée comme la principale cause de 

démence et l’un des grands problèmes de santé du 21ème siècle (OMS, 2022). Il est estimé 

qu’aux alentours de 2050, plus de 115 millions de personnes dans le monde seront atteintes de 

MA (Wortmann, 2012). En 2013, le G8 a déclaré que la démence devrait devenir une priorité 

mondiale et qu’il fallait mettre en place un traitement préventif ou curatif de la maladie d'ici 2025 

(Scheltens et al., 2016). 

Il existe deux formes de la MA : la forme familiale (1-5%) et la forme sporadique (~95%). La forme 

familiale est principalement à transmission autosomique dominante et à pénétrance complète ce 

qui signifie que les porteurs de mutations développeront inexorablement la maladie vers l'âge de 

55 ans ou avant. Trois gènes impliqués ont été déterminés : l'un codant pour la protéine 

précurseur d’amyloïde (APP) responsable de 15% des cas, les deux autres codant pour des 

protéines, les présénilines 1 (PSEN1 : 80% des cas génétiques) et les présénilines 2 (PSEN2 : 

5% des cas génétiques) (Jiao et al., 2021). Parallèlement à cette forme de la MA dite « à début 

précoce », la forme sporadique regroupe les formes alléliques du gène de l’apolipoprotéine E 

(APOE) et des facteurs environnementaux qui prédisposent à la maladie mais qui ne l'imposent 

pas forcément. Parmi ces causes, il y a le vieillissement, le stress oxydatif, l’inflammation et les 

désordres métaboliques et vasculaires (diabète, hypertension artérielle) qui forment un terrain 

favorable à l’apparition et la progression de la maladie.  

1.2.2 Stades de la maladie  

La MA comporte principalement trois stades, une longue phase préclinique (~0-10 ans), un stade 

prodromal ou pré-démentiel caractérisé par un déficit cognitif léger (~4 ans) et le stade tardif de 

la MA (~6 ans) correspondant, quant à lui, à un état de démence en raison de la multiplicité et de 

la sévérité des déficiences cognitives (Vermunt et al., 2019) (Figure 1.4). 
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Figure 1.4 Progression de la maladie d’Alzheimer adaptée de (Jack et al., 2018). Il existe 3 stades 

différents de la MA : Un stade préclinique qui dure 5 à 10 ans (phase réversible), un stade MCI qui dure 5 à 7 

ans (phase irréversible) et le stade purement clinique (phase irréversible). 

1.2.2.1 Phase asymptomatique 

L’installation de la MA est généralement précédée par une longue phase pré-symptomatique 

caractérisée par une altération de la fonction cognitive qui peut être parfois réversible. 

Récemment, les nouveaux critères de l’Institut national du vieillissement (NIA) et l’Association 

Alzheimer (AA) des États-Unis proposent un nouveau stade de transition intermédiaire entre le 

stade purement asymptomatique et le stade de troubles cognitifs légers (MCI) (Jack et al., 2018) 

(Figure 1.4). 

Les individus présentant des troubles de mémoire sans pour autant être atteints de démence, 

autrement dit ceux qui ont une expérience subjective de détérioration cognitive mais tout en 

restant dans la plage normale de performances cognitives sont regroupés dans cette phase 

appelée « déclin cognitif subjectif » (SCD). Avant l'établissement d'un cadre conceptuel pour la 

recherche sur la phase SCD, divers termes étaient utilisés dans la littérature pour désigner les 

états intermédiaires entre la fonction cognitive normale et la démence comme, déficient 

cognitivement mais non dément » (cognitively impaired not demented : CIND), troubles cognitifs 

subjectifs, plaintes de mémoire subjectives (Jessen et al., 2014; Lyketsos et al., 2005). Nous 

allons traiter dans notre travail le terme CIND tel qu’utilisé dans la cohorte à l’étude dans la 

présente thèse. 
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a) CIND : Définition 

Le comité de rédaction de la conférence internationale Lancet sur les démences de 1996 

considère le déclin cognitif de type CIND comme l'un des défis les plus importants de 

l'épidémiologie de la démence (Anonyme, 1996).  

Le diagnostic de CIND a été défini en premier dans l’Étude sur la Santé et le Vieillissement au 

Canada (CSHA) ; il est basé principalement sur l'exclusion de la démence et la présence de 

différentes catégories de déficiences identifiées à la suite d’un examen clinique et d'une série de 

tests neuropsychologiques (Graham et al., 1997). On distingue ainsi des sous-catégories de 

CIND comme le délirium, la consommation chronique d'alcool et de médicaments, la dépression, 

les maladies psychiatriques et le retard mental. Les troubles de la mémoire circonscrits 

constituent une septième catégorie, appelée à l'origine troubles de la mémoire associés à l'âge 

(Graham et al., 1997). Selon l’étude CSHA, la prévalence de la démence dans la population âgée 

de 65 ans et plus était de 8% en 1991-1992 (dont 2,3% est attribuée à la démence légère), alors 

que la prévalence estimée du CIND était de 16,8% (Canadian Study of Health and Aging Working 

Group, 1994 ; Graham et al., 1997). La sous-catégorie de CIND la plus communément identifiée 

est la déficience de la mémoire circonscrite, représentant 31,7% de tous les cas de CIND suivi 

par la dépression avec 7,8% (Graham et al., 1997). 

b) CIND : une phase potentiellement réversible 

Il est important de noter que le CIND peut être un syndrome réversible à l’encontre des autres 

stades de la phase symptomatique, c’est-à-dire que les individus présentant ce trouble peuvent 

soit se convertir à un état psychiatrique et physiologique normal, soit développer un type de 

démence donné. Dans ce contexte, une étude prospective menée sur 21 sujets CIND, a montré 

que 10 personnes ont développé un type de démence incluant 9 cas de MA après 4 ans, 

suggérant que le risque moyen de développer une démence chez les CIND est de 48% (Bowen 

et al., 1997). Une autre étude rapporte que 23,6% des patients CIND évolueraient vers la MA 

(Tierney et al., 1996). Une étude prospective plus récente menée sur 146 patients CIND a montré 

qu’après 2 années, 49 (34%) ont évolué vers la démence, tandis que 20 (14%) ont retrouvé leur 

facultés cognitives normales (Hsiung et al., 2006b). 

Par conséquent, l’identification des marqueurs biologiques pouvant prédire l’évolution des 

patients CIND vers la MA ou un autre type de démence sera la clé d’un diagnostic précoce 

permettant une prise en charge meilleure des personnes atteintes de ce genre de trouble. 
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1.2.2.2 Phase symptomatique 

a) Stade trouble cognitif léger 

L’évolution des conceptions cliniques de la MA a été dominée par la caractérisation de formes 

prédémentielles, voire prodromales désignées par le terme trouble cognitif léger ou Mild Cognitive 

Impairment (MCI) (Petersen, 2000; Petersen, 2004). Une étude canadienne suggère que les 

individus diagnostiqués MCI représente une catégorie hétérogène, avec certains groupes plus 

susceptibles d’évoluer vers la démence de type Alzheimer, on parle ainsi de patients MCI 

amnésiques (Csukly et al., 2016). Des études cliniques montrent que 80% des sujets MCI 

développent une démence après 5 ans (Petersen, 2004) et que le taux de conversion est de 5 à 

20% par année (Etgen et al., 2011). 

b) Stades de la démence  

Sur le plan histologique, la progression du dépôt de la protéine Tau et du peptide bêta-amyloïde 

(Aβ) au niveau des différents compartiments du cerveau permet de discriminer spécifiquement 

entre les différents stades cliniques de la MA (léger, modéré, sévère). Les travaux de Braak & 

Braak (1991) ont identifié six stades de la MA en fonction de dépôt de DNF : stades Braak I et II 

lorsque l'implication d'un DNF est confinée principalement à la région transentorhinale du 

cerveau, les stades III et IV lorsqu'il y a également une implication de régions limbiques telles que 

l'hippocampe et les stades V et VI en cas d'atteinte néocorticale (Braak and Braak, 1991). Cela 

ne doit pas être confondu avec le degré d’atteinte de la plaque sénile, qui évolue différemment 

avec cinq phases identifiées touchant d’autres compartiments (Figure 1.5). 

 
Figure 1.5 Progression spatiotemporelle des protéines clés de la MA adaptée de (Braak & Braak, 1991). 

Les couleurs indiquent l’intensité et la répartition des protéines toxiques dans le cerveau au cours de la MA.  
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1.2.2.3 Autres classifications de la maladie d’Alzheimer   

Le National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer’s 

Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) distingue trois niveaux de 

diagnostic de la MA : la MA probable, MA possible et MA certaine (Annexe I) (Habib and Poncet, 

1998). Les critères NINCDS-ADRDA ne permettent pas un diagnostic précoce car ils se basent 

sur la description de traits cliniques et de symptômes déjà bien établis et bien visibles. 

a) MA probable 

Il s’agit du stade de MA débutant qui inclut une démence établie par un examen clinique 

documenté par le score du test Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al., 1975) et 

complété par une évaluation neuropsychologique, des déficits dans deux domaines cognitifs, une 

altération progressive de la mémoire et sans détérioration de la conscience (Figure 1.6).  

b) MA possible 

Le niveau de diagnostic de la MA possible correspond à un syndrome démentiel déjà bien établi 

avec une absence d’étiologie reconnue de démence non dégénérative en l’absence d’autres 

désordres neurologiques ou psychiatriques. Vu la similarité des caractéristiques de la MA 

probable et possible, les patients diagnostiqués sont souvent placés dans un seul groupe et 

considérés comme souffrant de démence de type Alzheimer.  

c) MA certaine 

Les critères de diagnostic de MA certaine ou définitive sont une MA possible consolidée par 

l’observation de dégénérescences neurofibrillaires et de plaques séniles en quantité 

anormalement élevée dans le cerveau (preuves histologiques en post-mortem).  

 

Figure 1.6 Évolution de la fonction cognitive de l’état normal à la MA adaptée de (Petersen, 2000).  
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1.2.3 Physiopathologie 

Depuis sa première documentation il y a 116 ans, de nombreux aspects de la MA ont été 

découverts et compris mais la physiopathologie exacte de la maladie reste encore mal connue. 

Les approches les plus pertinentes pouvant expliquer les altérations décrites dans la MA sont : 

l’hypothèse de la cascade amyloïde, l’implication de la protéine tau, le rôle du stress oxydant, la 

théorie cholinergique et le défaut de la neurotransmission glutamatergique. 

1.2.3.1 Le peptide β-amyloïde 

Cette hypothèse repose sur le principe qu’une série d’anomalies touchant la biosynthèse et la 

sécrétion de l’APP, provoquent un déséquilibre entre la production et la clairance d’Aβ qui est 

responsable des lésions cérébrales observées dans la MA (Cummings et al., 2007).  

a) Métabolisme de l’APP 

L’APP est une protéine transmembranaire qui peut subir plusieurs clivages par différentes 

sécrétases (α, β et γ), et donner lieu à différents peptides. Le clivage de l’APP par les α-

sécrétases (voie non amyloïdogénique), qui sont des enzymes appartenant à la famille des 

désintégrines et métalloprotéases, conduit à la libération d'un peptide de la partie N-terminale 

(sAPPα) et d'un fragment de la partie C-terminale (CTFα). Ce dernier sous l’action de la γ-

secrétase donne naissance à un peptide (p3) et un fragment carboxy-terminal (AICD) (Wang et 

al., 2017a) (Figure 1.7). Le sAPPα est associé à des fonctions trophiques et neuroprotectrices et 

joue un rôle important dans la plasticité et/ou la survie neuronale (Puzzo et al., 2008).  

             

Figure 1.7 Métabolisme de l’APP, adaptée de (Cai et al., 2015). Abréviations : APP, Protéine précurseur 

de l'amyloïde ; NEP, Néprilysine ; IDE, Enzyme de dégradation de l'insuline ; Aβ, Amyloïde bêta.  
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Lorsque le clivage de l’APP est opéré par la β-secrétase (voie amyloïdogénique), les peptides 

sAPPβ et CTFβ (ou C99) sont libérés. CTFβ peut à son tour être clivé, cette fois par l'enzyme γ-

secrétase et le peptide Aβ est ainsi libéré (Figure 1.7). L'Aβ est un peptide résistant à la 

dégradation protéolytique. En raison de ses caractéristiques physiques, l’Aβ acquiert souvent la 

configuration d'une feuille plissée β ce que lui confère une plus grande tendance à s'agréger avec 

d'autres peptides Aβ pour former des oligomères puis des fibrilles qui vont s’agglutiner sous forme 

de plaques séniles neurotoxiques (Jucker & Walker, 2015).  

b) Conformation toxique de l’Aβ 

Il est de plus en plus évident que la pathogenèse de la MA est plus étroitement liée aux 

assemblages oligomériques toxiques des peptides Aβ (oAβ) plutôt que les plaques amyloïdes 

(Chen & Mobley, 2019). Les oAβ peuvent altérer le transport axonal, stimuler la phosphorylation 

de la protéine tau, induire une neuro-inflammation, provoquer une insulinorésistance et causer la 

mort neuronale (Cline et al., 2018).  

Les effets neurotoxiques des oAβ sont amplifiés à cause de leur capacité à se lier sur différents 

types de récepteurs dont certains sont abondants au niveau du cerveau comme les récepteurs: 

NMDARs, AMPARs, nAChR, GluR, RAGE, neuroligin 1, neurexin 2α, p75NTR, les récepteurs 

d’insuline, LilrB2, β2-AR, frizzled, NKAα3 et PrPC (Chen & Mobley, 2019) (voir liste 

d’abréviations). Par exemple, en se fixant sur les récepteurs nAChR, les oAβ bloquent le signal 

des neurotransmetteurs acétylcholines (ACh), qui sont des médiateurs clés de la transmission du 

flux nerveux, provoquant ainsi la dysfonction synaptique (Jürgensen & Ferreira, 2010). Les oAβ 

sont capables de se lier aux cellules neuronales et d’activer la Glycogène Synthétase Kinase 3β 

(GSK3β) responsable de la phosphorylation de la protéine Tau et favorisent la déstabilisation des 

microtubules nécessaires pour le transport axonal (DaRocha-Souto et al., 2012). D’autre part, en 

se liant aux récepteurs RAGE présents au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE), l’Aβ 

peut provoquer une baisse de la régulation des protéines des jonctions serrées (Occludine, ZO-

1 et claudine-5) par l’activation de certaines métalloprotéinases matricielles (MMP-2 et MMP-9) 

ce qui augmente la perméabilité de la BHE (Kook et al., 2012). L'activation des récepteurs RAGE, 

par l’Aβ, stimule aussi plusieurs voies signalisations du stress oxydatif ce qui amplifie le risque 

de la MA (Carrano et al., 2011).  

Plusieurs études effectuées chez des individus atteints de MA (Cline et al., 2018; Esparza et al., 

2013; Georganopoulou et al., 2005; Lesné et al., 2013; Lue et al., 1999; Lyketsos et al., 2005; 

McLean et al., 1999; Näslund et al., 2000; Pham et al., 2010; Steinerman et al., 2008) ou des 

modèles animaux de la MA (Billings et al., 2005; Iulita et al., 2014; Knobloch et al., 2007; Kobro-
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Flatmoen et al., 2016; Leon et al., 2010; Mucke et al., 2000; Pham et al., 2010; Xiao et al., 2013) 

sont en faveur d’un rôle central des oAβ dans la pathogenèse de la MA.  

Il existe plusieurs formes d’Aβ (Aβ43, Aβ42, Aβ40, Aβ38) mais ce sont les isoformes 1–40 et 1–

42 qui sont les plus couramment utilisés en diagnostic. L'isoforme du peptide amyloïde 1–42 étant 

le plus hydrophobe est considéré comme le plus toxique (Mohandas et al., 2009). L’Aβ40 ne 

semble pas aussi toxique que l'Aβ42 et pourrait avoir des effets protecteurs contre la formation 

de plaques d'Aβ (Molinuevo et al., 2018). Dosés individuellement, ces formes présentent une 

faible spécificité diagnostique, cependant le ratio Aβ42/Aβ40 associé à la neuroimagerie par IRM 

ou la TEP scan (voir section 1.2.4.2) offre une bonne précision diagnostique (Molinuevo et al., 

2018).  

c) Hypothèse de la cascade amyloïde 

L’hypothèse de la cascade amyloïde propose qu’une surproduction des peptides amyloïdes, soit 

à cause de mutations au niveau des gènes de l’APP, PSEN1 et PSEN2 (forme monogénique), 

soit à cause de facteurs de risque intrinsèques (forme sporadique), mène à l’installation des 

lésions synaptiques, à une neuro-inflammation et à la formation des dépôts neurofibrillaires, ce 

qui entraine la mort neuronale (Selkoe & Hardy, 2016) (Figure 1.8). 

 

Figure 1.8 Hypothèse de la cascade amyloïde adaptée de (Selkoe & Hardy, 2016) 
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Selon le modèle hypothétique de biomarqueurs précliniques de la MA sporadique, l’accumulation 

d’Aβ est la première manifestation qui précède l’ensemble des changements pathologiques 

observés dans la MA à savoir, la dysfonction synaptique, la phosphorylation de Tau ou encore 

l’atrophie hippocampique (Sperling et al., 2011). Les causes de cette augmentation restent 

cependant mal connues. Néanmoins, il y a un consensus sur la contribution de certains facteurs 

comme, l’augmentation du stress oxydatif, les maladies métaboliques ou encore la présence de 

l'allèle epsilon 4 (ε4) du gène APOE, dans le dépôt précoce et neurotoxique de l’Aβ. Au niveau 

moléculaire, ce changement s’accompagne par une diminution de l’expression et/ou du nombre 

des récepteurs LRP-1 (Lipoprotein receptor-related protein-1) qui jouent un rôle important dans 

le passage d’Aβ à travers la BHE vers la circulation sanguine (Sanabria-Castro et al., 2017). Le 

transit du peptide β amyloïde de la périphérie vers le cerveau se produit, quant à lui, via les 

récepteurs RAGE (Chen et al., 2007). Contrairement à la diminution de l’expression des 

récepteurs LRP-1 en réponse à l’élévation des niveaux d’Aβ dans le cerveau, l’expression des 

RAGE est augmentée sous ces mêmes conditions. L’interaction RAGE-Aβ provoque une 

diminution du flux sanguin cérébral, une apoptose des cellules endothéliales et des réponses 

inflammatoires aigües (Aisen, 2009; Chen et al., 2007).  

Chez les patients atteints de la MA, une accumulation excessive de l’Aβ42 est observée alors 

que dans les conditions physiologiques normales, il est produit à des niveaux faibles et il est 

efficacement éliminé (Morley & Farr, 2014). La dégradation protéolytique du peptide Aβ est 

réalisée entre autres par la néprilysine (NEP) et l'enzyme de dégradation de l'insuline (IDE) 

(Figure 1.7). La sécrétion de ces enzymes est régulée par les microglies. Il a été décrit que 

l'expression et l’activité de la NEP et de l'IDE diminue chez les patients atteints de MA et au cours 

du vieillissement normal (au niveau du cortex et l'hippocampe), provoquant une augmentation de 

la concentration de l’Aβ dans le cerveau (Wang et al., 2006).  

1.2.3.2 La protéine Tau (τ)   

La protéine Tau (Tubule-associated unit) est une protéine hautement soluble qui joue un rôle 

majeur dans l’assemblage et la stabilisation des microtubules. Ces derniers sont des fibres 

constitutives du cytosquelette nécessaires à la croissance neuronale, le transport axonal et 

assurent le déroulement des changements structurels important au niveau des neurones 

(Goedert et al., 2006). La fixation de Tau aux microtubules dépend principalement de son degré 

de phosphorylation qui est régulé par l’action coordonnée entre plusieurs kinases (qui ajoutent 

un groupement phosphate) et phosphatases (qui enlèvent un groupement phosphate). 
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Les principales kinases phosphorylant Tau sont la GSK3β, le complexe Kinase dépendante des 

cyclines 5/p25 (Cdk5/p25) et la MAPK. Ces kinases phosphorylent Tau au niveau des acides 

aminés sérine (pS235), thréonine (pT181, pT217, pT231) et tyrosine (pY29) qui sont juxtaposés 

à une proline. La phosphorylation de Tau peut engager aussi des kinases indépendantes de la 

proline comme l’Akt, Fyn ou la PKA (Figure 1.9). Inversement, les phosphatases agissant sur tau 

sont : les phosphatases-1 (PP1), -2A (PP2A), -2B (PP2B) et -5 (PP5) (Martin et al., 2013). La 

principale phosphatase semble être la PP2A dont l’expression et l’activité sont diminuées dans 

l’hippocampe de patients souffrant de la MA (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001).  

Dans la MA, le processus de phosphorylation de la protéine τ est affecté, entraînant une 

hyperphosphorylation de cette molécule. Cette hyperphosphorylation diminue l’interaction des 

protéines τ avec les microtubules ce qui favorise leurs détachements et conduit à une agrégation 

aberrante avec les protéines cytosquelettiques associée à une formation de neurofibrilles qui sont 

neurotoxiques (Clavaguera et al., 2014) (Figure 1.9). Ces enchevêtrements sont observés 

initialement dans le cortex entorhinal et l'hippocampe puis s'étendent vers les zones amygdales 

et corticales (temporales/frontales) (Rafii & Aisen, 2009). 

 

Figure 1.9 Formation d’enchevêtrements neurofibrillaires, tirée de (Querfurth & LaFerla, 2010) 
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Les DNF et le dépôt de plaques amyloïdes sont décrits dans la littérature scientifique comme les 

lésions caractéristiques et les facteurs clés responsables du dysfonctionnement neuronal 

conduisant à la pathogenèse de la MA (Sanabria-Castro et al., 2017).  

1.2.3.3 Le stress oxydant 

Le stress oxydant (SO) est une condition dans laquelle l'équilibre entre les systèmes oxydants et 

les capacités anti-oxydantes est significativement perturbé (Gandhi & Abramov, 2012). De 

nombreuses études convergent actuellement pour faire du SO un mécanisme précoce voire 

inaugural de la MA, précédant notamment la formation des anomalies histologiques, ce qui ouvre 

le champ pour l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. La théorie du SO englobe de 

près ou de loin toutes les hypothèses communément admises pour expliquer la perte neuronale 

dans la MA. Le cerveau est un organe sensible au SO du fait de sa richesse en métaux de 

transition et acides gras polyinsaturés (AGPI) potentiellement péroxydables, sa faible 

concentration en enzymes anti-oxydants en comparaison à d’autres tissus et son oxygénation 

importante le rendant particulièrement exposé au SO (Gilbert et al., 2013).  

Dans les cellules neuronales, la majeure partie de l’oxygène subit des réactions de réduction 

tétravalentes, catalysée par le cytochrome c oxydase (complexe IV) de la chaîne respiratoire de 

transport d’électrons localisée dans la membrane interne mitochondriale, menant à la formation 

de H2O. Toutefois, environ 2% de l’O2 subit une réduction monoélectronique, au niveau des 

complexes I et III, menant à la formation du radical superoxyde (Figure 1.10).  

 

Figure 1.10 Production des ERO dans les mitochondries et mécanismes antioxydants, tirée de (Tonnies 

& Trushina, 2017).  
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Durant la phosphorylation oxydative, trois espèces réactives d’oxygène (ERO) sont formées : 

l’anion superoxyde (O2·–), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyl (·OH–). L’O2·– est 

le substrat des superoxydes dismutases (SOD), qui le transforment en H2O2. Ce dernier est 

capable de donner naissance, via les réactions de « Fenton » et de « Haber-Weiss », à la plus 

délétère des espèces radicalaires du SO, le ·OH–. Les ERO formées sont bien connues pour 

leurs effets néfastes sur les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Cependant, les ERO 

peuvent subir des réactions de détoxication catalysées par le glutathion peroxydase (GPx), la 

catalase (CAT) ou les peroxyrédoxines (Figure 1.10). 

a) Stress oxydant : un évènement précoce dans la MA  

Plusieurs études ont montré un changement dans l’expression de marqueurs liés aux dommages 

oxydatifs et aux processus antioxydants chez des individus précliniques et MCI, ce qui suggère 

fortement que le SO est un phénomène précoce dans la MA (Butterfield et al., 2007; Markesbery 

et al., 2005; Markesbery & Lovell, 2007; Sultana et al., 2008). Un panel comprenant dix 

biomarqueurs plasmatiques de peroxydation lipidique (isoprostanoïdes), analysés par 

chromatographie et spectrométrie de masse (UPLC-MS/MS), a permis de prédire le risque de 

conversion de participants précliniques à la MA (Peña-Bautista et al., 2021). Chez des patients 

MCI, le taux sérique d’enzymes antioxydantes telles que la GPx et la CAT était fortement diminué 

(Padurariu et al., 2010). La concentration du malondialdéhyde (MDA), un produit de la 

peroxydation lipidique causé par les ERO, était élevée dans le sérum de patients MCI (Padurariu 

et al., 2010). Une étude récente de notre laboratoire a rapporté une diminution de la capacité 

antioxydante totale du plasma ainsi qu’une augmentation des taux plasmatiques de quelques 

protéines antioxydantes (apolipoprotéine J, klotho) chez des patients MCI (Perrotte et al., 2019).  

De plus, le cerveau des patients MCI est soumis à un stress nitrosatif et oxydatif important 

(Butterfield & Boyd-Kimball, 2019; Butterfield & Halliwell, 2019). Dans le lobule pariétal inférieur 

de patients MCI, les niveaux de protéines carbonyles résultant des dommages oxydatifs des 

ERO, comme l’anhydrase carbonique II (CA II), la protéine de choc thermique 70 (Hsp70), la 

protéine kinase I activée par un mitogène (MAPKI) et la protéine de liaison à la syntaxine I (SBP1) 

étaient significativement supérieurs comparés à des témoins sains (Sultana et al., 2010). De 

même, une augmentation de la SOD cytoplasmique a été observé dans le lobule pariétal inférieur 

d’individus précliniques MA (Aluise et al., 2010). Une diminution du glutathion, connu pour être 

l’antioxydant majeur des systèmes de défense cellulaires, a été détectée au niveau de 

l’hippocampe de patients MCI (Mandal et al., 2015). D’autres marqueurs des dommages oxydatifs 

de l'ADN tels que la 8-hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG) et le 8-OHG (pour l’ARN) étaient 
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élevés dans plusieurs régions du cerveau d’individus MA (hippocampe, cortex entorhinal, 

néocortex frontal, temporal et occipital) (Nunomura et al., 1999). Fait intéressant, il a été démontré 

que quelques marqueurs oxydatifs mesurés à la fois dans le cerveau et la périphérie, étaient plus 

élevés dans le sang (Schrag et al., 2013) et que certains étaient corrélés au déclin cognitif 

(Perrotte et al., 2019) ou encore aux niveaux de p-tau et t-tau dans le LCR (Peña-Bautista et al., 

2021) suggérant l’utilité d’utiliser le sang pour identifier des nouveaux biomarqueurs oxydatifs 

dans le cadre de la MA.  

b) Implication du stress oxydant dans l’étiologie de la MA 

Le SO participe au développement de la MA en favorisant le dépôt d'Aβ (Cheignon et al., 2018), 

l'hyperphosphorylation de tau (Kang et al., 2017), la dysfonction synaptique (Tönnies & Trushina, 

2017), la neuroinflammation (Agostinho et al., 2010), le dysfonctionnement mitochondrial (Misrani 

et al., 2021) et l’altération de l’homéostasie des métaux (Pu et al., 2017). Dans ce contexte, les 

travaux du laboratoire du Pr. Ramassamy ont consolidé l’implication du SO dans la pathogenèse 

de la MA. Le traitement de cellules HT22 hippocampiques par l’acroléine (un des sous-produits 

les plus réactifs de la peroxydation lipidique) a augmenté la concentration de l’APP, la β-

secrétase, les récepteurs RAGE et a diminué la concentration de l’α-secrétase tout en provoquant 

la mort cellulaire (Huang et al., 2013). D’autre part, l’ajout de l’acroléine sur des cellules 

astrogliales primaires de rat a induit l’augmentation du taux de protéines carbonylées avec 

l’activation de la voie NF-κB et la stimulation de la phosphorylation de p66shc et de ERK1/2 

affectant ainsi les fonctions neuronales et l’homéostasie synaptique (Dang et al., 2011). De 

même, le traitement des cellules neuronales de neuroblastome SK-N-SH avec l’acroléine, a 

augmenté le taux de protéines carbonylées et de 4-HNE. Dans le même travail, l’étude de la 

régulation de différentes voies de signalisation redox a montré l’activation de la voie NF-κB et 

Nrf2 avec l’augmentation de l’expression de protéines impliquées dans la défense oxydative 

comme l'hème oxygénase-1 et Sirt-1 (Dang et al., 2010). In vivo, l’exposition chronique de rats à 

l'acroléine (2.5 mg/kg/jour) a induit une déclinaison cognitive légère et une atrophie des neurones 

de l'hippocampe avec une hausse de la concentration de la β-secrétase (dans le cortex) et une 

baisse de l’α-secrétase (au niveau de l’hippocampe) (Huang et al., 2013). Ces données 

démontrent clairement le rôle critique du SO dans l’avènement et la progression de la MA.  

Les effets néfastes du SO seraient aussi associés au facteur de susceptibilité génétique de la MA 

à savoir l’APOE ε4. Les dommages causés par le SO seraient amplifiés par la présence de 

l’APOE ε4 (Butterfield & Mattson, 2020). Il a été démontré que la sévérité des lésions cérébrales 

induit par le SO était fortement associée à l'allèle ε4 plutôt qu'aux isoformes ε3 et ε2 chez les 
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patients atteints de MA (Dose et al., 2016). Les travaux du Pr. Ramassamy ont montré une 

augmentation de la peroxydation lipidique associée à des faibles niveaux de glutathion et à des 

activités altérées de la GPx et la CAT dans l'hippocampe et le cortex frontal des patients MA 

APOE ε4 par rapport aux patients APOE ε3 (Ramassamy et al., 1999; Ramassamy et al., 2000). 

De plus, les données des études sur des souris transgéniques knock-out pour l’APOE ε4 

suggèrent que la neurotoxicité médiée par APOE ε4 est un événement précoce dans la pathologie 

de la MA (Butterfield & Mattson, 2020; Ramassamy et al., 2001). En conclusion, le SO est un 

facteur clé de la pathogenèse de la MA. 

1.2.3.4 Les apolipoprotéines 

Les apolipoprotéines sont des protéines constitutives des lipoprotéines qui sont chargées de 

transporter les lipides (cholestérol) dans tous les fluides biologiques du corps humain. Le système 

nerveux central (SNC) représente un compartiment distinct en termes de métabolisme des 

apolipoprotéines vu que la BHE empêche le passage et donc l’échange de ces dernières avec la 

périphérie. Parmi les 22 apolipoprotéines connues, neuf ont été identifiées au niveau protéique 

dans le SNC à savoir l’apoE, l’apoJ, l’apoD et l’apoA1 qui sont les formes majeures et l’apoC1, 

l’apoC2, l’apoL2, l’apoL3, l’apoA4 qui sont faiblement exprimées (Elliott et al., 2010b). Plusieurs 

mutations identifiées au niveau des apolipoprotéines ont été associées à un risque plus important 

de la MA comme l’apoE (Poirier et al., 1993), l’apoJ (Woody & Zhao, 2016), l’apoD (Chen et al., 

2008) et l’apoA1 (Elliott et al., 2010a; Vollbach et al., 2005). De plus, des études récentes 

suggèrent l’utilisation de l’apoB (Picard et al., 2022), l’apoJ (Koch et al., 2018; Monllor et al., 2021; 

Perrotte et al., 2019) et l’apoE (Rasmussen et al., 2015) pour le diagnostic de la MA. Dans ce 

travail, nous nous intéresserons particulièrement aux apoE, apoJ et apoD dont le rôle et 

l’implication dans la MA sont bien décrits, notamment dans la clairance d’Aβ. 

 

a) Apolipoprotéine E 

L'apoE, hautement exprimée dans le SNC, est produite principalement par les astrocytes mais 

également par les oligodendrocytes et la microglie (Xu et al., 2006). L'apoE participe activement 

à la régulation de l’homéostasie lipidique dans le cerveau ainsi qu’à la clairance de l’Aβ (Jiang et 

al., 2008). En effet, le promoteur du gène apoE contient des régions spécifiques pouvant lier 

divers facteurs de transcription comme les récepteurs X du foie (LXR) et les récepteurs X du 

rétinoïde (RXR) qui régulent à la hausse l’expression de l'apoE, généralement en réponse à 

l'augmentation des taux de cholestérol cellulaire ou de l’Aβ. Ensuite, l’apoE est lipidée par des 

protéines de transport des lipides situées à la membrane des astrocytes ou des microglies comme 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipoprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cholest%C3%A9rol
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l’ABCA1, ce qui lui confère une meilleure activité biologique (Kim et al., 2007). Enfin, l'apoE lipidée 

fixe l'Aβ soluble grâce à sa région α-hélicoïdale amphipathique de liaison aux lipides et le 

complexe formé sera internalisé par les cellules neuronales via les récepteurs de surface 

cellulaire (LRP-1) en vue de son élimination (Figure 1.11).  

 

  

Figure 1.11 Mécanismes de la clairance d’Aβ par les apoE/J modifiée de (Liu et al., 2013). L’Aβ est captée 

par les apoE et apoJ, qui assurent sa clairance via 3 mécanismes : 1) en se fixant sur les récepteurs neuronaux 

(LLDLR, LRP1) le complexe apoE/J-Aβ est internalisé et éliminé par les lysosomes, 2) en se fixant sur les 

récepteurs de la BHE (LRP1-2) le complexe est véhiculé en dehors du cerveau, 3) dans les microglies et 

astrocytes l’Aβ est éliminée via l’interaction avec les récepteurs TREM-2. 

 

De même que les neurones, les microglies et les astrocytes sont également capables de dégrader 

le complexe apoE-Aβ via les récepteurs TREM-2 (Bell et al., 2007; Jiang et al., 2008; Yeh et al., 

2016) (Figure 1.11). De par son rôle dans la clairance d’Aβ, l’apoE assure le transport d’acides 

gras essentiels à la formation et la réparation des membranes des cellules neuronales et elle 

contrôle la bonne intégrité structurale de la BHE (Bell et al., 2012; Husain et al., 2021). 

Il est important de noter que l’apoE se présente sous la forme de trois allèles polymorphes : ε2 

(8,4%), ε3 (77,9%) et ε4 (13,7%), qui diffèrent par leur composition en Cys/Arg aux positions 112 

et 158. C’est en 1993 que le Dr. Poirier a démontré, pour la première fois, que le variant ε4 de 

l’APOE est un facteur de risque majeur de la forme sporadique de la MA. (Poirier et al., 1993). 

En fonction de l’isoforme, on aura un degré de la lipidation différent (APOE ε2 > APOE ε3 > APOE 

ε4) ainsi qu’un dépôt d’Aβ plus au moins important (APOE ε2 < APOE ε3 < APOE ε4) (Liu et al., 

2013). Par conséquent, la forme ε4 effectue beaucoup moins efficacement les fonctions clés de 

l’apoE et plusieurs études associent la présence d’un allèle ou deux du variant APOE ε4 à un 

risque élevé à très élevé de la MA (Reiman et al., 2020) (Figure 1.12).  
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Figure 1.12 Risque de la MA en fonction du génotype de l’apoE (Reiman et al., 2020). Les courbes de 

Kaplan-Meier ont été générées à partir les données de participants (n = 5000). L'axe Y représente le 

pourcentage de personnes non malades avec chaque génotype APOE (Exemple : 100% = 0 cas de démence ; 

25% = 75% des personnes à l’âge qui correspond au pourcentage indiqué sont atteintes de MA).  L'axe des X 

indique l'âge au décès en fonction du génotype. 

L’APOE ε4 est désormais le facteur de prédisposition génétique majeur à la MA sporadique. Les 

personnes homozygotes pour l'allèle APOE ε2 ont une probabilité exceptionnellement faible de 

développer la MA alors que les individus porteurs du double allèle APOE ε4 sont jusqu’à 15 fois 

plus susceptibles d’avoir la maladie et encore à un âge plus jeune (Figure 1.12). L’étendue des 

effets néfastes de l’APOE ε4 sur les processus pathologiques favorisant la MA reste peu connue. 

L’inclusion du génotypage dans les études visant à identifier des nouveaux marqueurs de la 

démence de type Alzheimer est ainsi fortement recommandé (Madrid et al., 2021).  

 

b) Apolipoprotéine J 

L’apoJ (encore appelée Clusterine) est une protéine chaperon à activité antioxydante qui permet 

de stabiliser les protéines oxydées et mal repliées et participe à leur élimination (Foster et al., 

2019; Perrotte et al., 2019). L’apoJ est aussi capable de se lier à des protéines impliquées dans 

la neurodégénérescence, telles que l’Aβ, les corps de Lewy et les dépôts de prions, en favorisant 

leur passage vers la périphérie à travers les LRP-2 ainsi que leur endocytose par les cellules 

phagocytaires via les récepteurs TREM-2 (Bell et al., 2007; Yeh et al., 2016) (Figure 1.11). L’apoJ 

favorise également la phagocytose des débris apoptotiques par ce même mécanisme. Il est 

important de noter qu’à des niveaux élevés mais toujours sous-stœchiométriques (c'est-à-dire un 

rapport molaire de apoJ:Aβ = 1:10), l’apoJ exerce des effets anti-amyloïdogènes mais en cas 
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d’excès molaire d’Aβ, les effets d’apoJ peuvent être pro-amyloïdogéniques (Yerbury et al., 2007). 

En fait, une diminution du dépôt d'Aβ a été observé chez des souris hAPP transgéniques knock-

out (KO) pour l’APOJ (-/-) alors que la double inactivation de l’APOE et l’APOJ chez le modèle de 

souris a conduit à une augmentation spectaculaire du dépôt d'Aβ (DeMattos et al., 2004). Les 

mécanismes responsables de cette observation paradoxale ne sont pas bien compris mais cela 

suggère que certains processus sont régulés de manière coopérative entre l’apoJ et l'apoE (May 

et al., 1990; Bertrand et al., 1995). De plus, les études d'association à l'échelle du génome 

(GWAS : genome-wide association studies) ont identifié plusieurs polymorphismes génétiques 

associés à un risque élevé de la MA au niveau du gène APOJ (Harold et al., 2009; Lambert et 

al., 2009). En fait, l’APOJ est considéré comme le deuxième facteur de susceptibilité génétique 

à la MA juste après l’APOE ε4 (Elliott et al., 2010a). 

 

c) Apolipoprotéine D 

L’apoD se trouve uniquement au niveau des lipoprotéines de haute densité (HDL) ce que lui 

confère un rôle important dans la régulation et le transport du cholestérol et autres espèces 

lipidiques (Rassart et al., 2020). Au niveau du cerveau, l’apoD est synthétisée et excrétée 

principalement par les oligodendrocytes et les astrocytes (Elliott et al., 2010a). Dans la MA, 

l’expression de l'apoD est augmentée dans le LCR et les régions cérébrales affectées (y compris 

l'hippocampe, le cortex frontal et le cortex temporal) (Kalman et al., 2000; Terrisse et al., 1998; 

Thomas et al., 2003), et corrélée à la densité des DNF (l’une des étiologies majeures de la MA) 

(Belloir et al., 2001). L’élévation des niveaux d’apoD est probablement liée à ses activités 

antioxydantes (Dassati et al., 2014). En fait, l’apoD exerce aussi un effet antioxydant important 

au niveau cérébral en inhibant la peroxydation lipidique (Ganfornina et al., 2008). L’apoD semble 

jouer un rôle antioxydant similaire à l’apoE en redistribuant le cholestérol et les phospholipides 

lors de la régénération nerveuse et de la remyélinisation (Elliott et al., 2010a).  

L’apoD a été identifiée au niveau des plaques amyloïdes et des études suggèrent qu’elle 

contribue à l’élimination des agrégats toxiques d’Aβ (Desai et al., 2005; Koldamova et al., 2001). 

De plus, la sécrétion de l’apoD a été augmentée de 50 fois chez des souris KO pour le gène 

APOE, suggérant que l’apoD jouerait un rôle compensatoire (Jansen et al., 2009). La relation 

entre l’apoD et l’apoE n’est pas très claire. Des études montrent que les variants ε3 et ε4 de 

l’APOE peuvent se fixer sur la région promotrice de l’apoD et réprimer son expression (Levros et 

al., 2013). L’apoD serait ainsi régulée en fonction du génotype d’APOE (Glöckner & Ohm, 2003) 

mais indépendamment de la concentration de la protéine apoE (Terrisse et al., 1998). En général, 
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les mécanismes d’interaction entre l’apoD, l’apoJ et l’apoE restent controversés même si les 

résultats de certaines études cités ci-dessus sont en faveur d’une relation de coopérativité et 

d’interdépendance entre ces apolipoprotéines. Ce processus est d’autant moins connu au stade 

préclinique de la MA. 

1.2.3.5 Autres facteurs  

a) Hypothèse cholinergique 

L’hypothèse cholinergique est l’approche la plus étudiée qui décrit la physiopathologie de la MA 

au niveau moléculaire. Depuis plus de 40 ans, cette hypothèse définit la MA comme un processus 

dégénératif capable d'endommager de manière sélective le cortex frontal, des groupes 

spécifiques de neurones cholinergiques dans l'hippocampe, le septum médial, l'amygdale ainsi 

que d’autre structures et régions qui jouent des rôles fonctionnels importants dans la mémoire, 

l'apprentissage et l'attention (Perry et al., 1977 ; Whitehouse et al., 1981).  

Cette altération sélective des neurones cholinergiques régule négativement certains marqueurs 

cholinergiques tels que l'acétylcholinestérase et l'acétyltransférase, dont la baisse va provoquer 

des altérations neurofibrillaires et favoriser l'apparition de troubles cognitifs (Schaeffer & Gattaz, 

2008; Watanabe et al., 2003). Cette hypothèse a été consolidée par la neuroimagerie, des 

analyses immunohistochimiques et d’autres méthodes de détections (Ellis et al., 2006; Liskowsky 

& Schliebs, 2006; Wu et al., 2010). D’autre part, cette altération provoquerait un défaut 

d’absorption de choline, des déficits d'expression des récepteurs muscariniques et nicotiniques, 

une altération de la libération d'ACh et des déficits au niveau du transport axonal (Shen & Wu, 

2015; Wenk, 2006). Récemment, il a été démontré que l’Aβ peut interagir avec les récepteurs 

cholinergiques et bloquer l’interaction avec les neurotransmetteurs ACh (Jürgensen & Ferreira, 

2010; Ni et al., 2013).  

L'hypothèse cholinergique a servi de base à la majorité des stratégies de traitement et des 

approches de développement de médicaments pour le traitement symptomatique de la MA dont 

on cite les agonistes des récepteurs cholinergiques, précurseurs cholinergiques, les inhibiteurs 

de l'acétylcholinestérase ou encore les activateurs allostériques des récepteurs cholinergiques 

(Sanabria-Castro et al., 2017). Actuellement, il existe un consensus sur le fait que la relation 

observée entre le déclin cognitif et la diminution de la transmission cholinergique dans le cerveau 

joue un rôle important dans la MA mais en soi ne permet pas d'établir la cause définitive de la 

maladie. 
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b) Défaut de la neurotransmission glutamatergique 

Au niveau de l'hippocampe, la neurotransmission glutamatergique stimule un signal calcique 

cytosolique, qui induit la prolongation de la potentialisation impliquée dans la régulation de la 

plasticité synaptique et favorisant la consolidation de la mémoire et l'apprentissage (Lynch, 2004). 

Cependant, une augmentation chronique des ions Na+, Ca+ et Cl- résultant de l'hyperactivation 

des récepteurs NMDA (N-Methyl-D-Aspartate) glutamatergique a été associée à une 

dépolarisation excessive de la membrane postsynaptique et à l'apparition des processus 

neurodégénératifs conduisant à la mort cellulaire (Beck et al., 2003; Szado et al., 2008). 

De même, une augmentation du calcium intra-neuronal à la suite d’une dysfonction de la 

neurotransmission glutamatergique peut engendrer une activation de la synthèse de l'oxyde 

nitrique (ON), une génération de radicaux libres, avec une surcharge en calcium dans les 

mitochondries provoquant une dépression prolongée du cervelet menant à l’apoptose et la mort 

neuronale (Fan & Raymond, 2007; Ndountse & Chan, 2009). Des études ont montré que 

l’incubation des neurones avec le glutamate favorise un dépôt de filaments similaires aux 

enchevêtrements neurofibrillaires observés dans la MA. De même, l'exposition des cultures 

neuronales aux Aβ a favorisé la neurotoxicité induite par le glutamate en modifiant l'expression 

des récepteurs NMDA (Parameshwaran et al., 2008; Snyder et al., 2005). 

D’autre part, l'absence ou la baisse d'activité des enzymes responsables de la dégradation du 

glutamate (telle que la glutamine synthétase) au niveau synaptique, favorise la présence en excès 

de glutamate neuronal et donc la stimulation continue des récepteurs et l'excitotoxicité (Butterfield 

& Pocernich, 2003; Wenk, 2006). La mémantine est une molécule antagoniste des récepteurs 

NMDA glutamatergiques qui inhibe la fixation du glutamate et réduit ainsi la toxicité liée à la 

présence en excès du glutamate (Folch et al., 2018). Il s’agit d’un bloqueur des récepteurs NMDA 

utilisé pour le traitement symptomatique de la MA.  

c) Neuroinflammation  

Il a été suggéré que l’inflammation cérébrale est associée à la dégénérescence neuronale 

(Kinney et al., 2018; Stichel & Luebbert, 2007). L’activation des cellules microgliales, considérées 

comme les principales cellules immunitaires du cerveau et représentant 5 à 12% de l’ensemble 

des cellules neuronales, provoque une neuro-inflammation chronique par la sécrétion de 

nombreux médiateurs pro-inflammatoires comme les ERO, l’ON, ou encore des cytokines 

incluant le facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) et l'interleukine (IL) -6 (Kinney et al., 2018; 

Spangenberg & Green, 2017). Une augmentation de l’expression de cytokines au cours de 



 25 

l’inflammation peut entraîner une neurotoxicité et une mort cellulaire favorisant la progression et 

l’aggravation de la MA (Holmes et al., 2009). À titre d’exemple, l’IL-6 est capable d’activer la voie 

kinase cdk5/p25 connue pour causer la phosphorylation de tau et favorise donc la formation des 

DNF neurotoxiques (voir section 1.2.3.2) (Quintanilla et al., 2004). D’autres part, le TNF-α se lie 

principalement aux récepteurs TNFR1 and TNFR2 dont la surexpression provoque la mort 

neuronale par apoptose suite à l’activation de la voie NFκB.(Li et al., 2004). Le TNF-α favorise 

aussi la production d’Aβ par la régulation à la hausse de l’activité des β- et γ- sécrétases (Liao et 

al., 2004; Yamamoto et al., 2007). À son tour, l’Aβ induit l’activation chromique des microglies 

formant ainsi un cercle vicieux qui favorise la progression de la MA (Kinney et al., 2018). 

1.2.4 Critères diagnostiques des démences 

En raison de l'hétérogénéité des symptômes et l’absence de paramètres cliniques objectifs, le 

diagnostic de la MA ne peut être établi avec certitude du vivant du patient. En consultation, le 

diagnostic de la MA est fondé sur des critères de présomption reposant sur des observations 

cliniques, paracliniques et sur l'exclusion de toutes autres formes de pathologie. Ainsi, seul un 

examen anatomo-pathologique du cerveau après le décès, basé sur la présence des plaques 

amyloïdes et des DNF, permettra de poser le diagnostic avec certitude. Ceci pose un certain 

nombre de problèmes quant à la réalisation des études épidémiologiques et des essais 

thérapeutiques. 

1.2.4.1 Les tests neuropsychométriques 

Il existe plusieurs tests neuropsychométriques qui sont utilisés pour évaluer la fonction cognitive 

globale et ainsi dépister la démence ou la dysfonction cognitive. Les principaux outils utilisés sont 

le MMSE (Folstein et al., 1975), le Modified Mini Mental State examination (3MS) (Teng & Chui, 

1987) et le Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (Nasreddine et al., 2005).  

 

a) Modified Mini-Mental State (3MS) examination 

L’échelle du 3MS est une version modifiée et bonifiée du MMSE. Elle permet d’apprécier plusieurs 

critères à l’aide d’une échelle de points au lieu d’une réponse correcte ou incorrecte, comme c’est 

le cas avec l’échelle MMSE. Le score total sur 100 points pour l’échelle 3MS, au lieu de 30 points 

pour l’échelle MMSE, présente une meilleure sensibilité et spécificité pour la dépister ou repérer 

des troubles cognitifs mineurs (CIND) et majeurs comme la démence (Li et al., 2016). Un score 

entre 78 et 86 suggère généralement la présence d’un trouble des fonctions cognitives. Le 3MS 
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élargit le champ des fonctions cognitives appréciées par l’ajout de cinq items à savoir a) les 

fonctions exécutives b) la mémoire épisodique (deuxième rappel de 3 mots), c) la mémoire à long 

terme (date/lieu de naissance), d) la fluidité verbale et e) la mémoire sémantique (Figure 1.13) 

(Li et al., 2016). Le 3MS doit être associé à d’autres examens cliniques, médicaux et 

neuropsychologiques pour établir un diagnostic des troubles neurocognitifs. 

 

Figure 1.13 Pourcentage de dysfonctions cognitives ciblés par le test 3MS adaptée de (Li et al., 2016).  

b) Mini Mental State Examination (MMSE) et Montreal Cognitive Assessment (MoCA) 

Le MMSE est un test allant jusqu’à un maximum de 30 points. Un individu ayant obtenu un score 

entre 24 et 30 est considéré comme ayant des fonctions cognitives intactes. Un individu ayant un 

score inférieur à 24 est, en général, considéré comme présentant des signes de démence à 

confirmer (Hudon et al., 2009 ; Kalafat et al., 2003) (Annexe II). Il est à noter qu’il est possible de 

convertir les scores du test 3MS pour s’adapter au test MMSE. Comme le MMSE, le MoCA est 

un bref test de 30 points qui évalue un large éventail de domaines cognitifs avec un seuil de score 

proposé de 26 (score ≤ 25 indique une dysfonction cognitive (Ismail et al., 2010).  

 

c) Autres critères diagnostiques 

Parmi les critères diagnostiques reconnus pour la démence et/ou ses sous-types, on retrouve le 

NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 2011), le DSM-5 (Sachdev et al., 2015), la classification 

internationale des maladies (CIM-10) et les critères de l'Institut National des Troubles 

Neurologiques et des accidents cérébraux et de l'Association Internationale pour la Recherche et 

l'Enseignement en Neurosciences (NINDS-AIREN) (Kalaria et al., 2004). La CIM-10 et les critères 

NINDS-AIREN sont utilisés pour détecter la DV (Kalaria et al., 2004). 
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1.2.4.2 Imagerie cérébrale 

Les récents progrès en neuroimagerie ont permis la mise au point de techniques qui reflètent in 

vivo les changements neuropathologiques traditionnellement reconnus pour définir la MA à savoir 

: l’atrophie du cerveau, la formation de plaques amyloïdes et la dégénérescence neurofibrillaire. 

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est un examen d’imagerie qui emploie de 

puissantes forces magnétiques et des ondes radioélectriques pour produire des images détaillées 

à trois dimensions du cerveau. L’IRM se présente comme une technique solide pour l'évaluation 

des modifications morphologiques du cerveau. 

La tomographie par émission de positrons (TEP) couplée au fluorodésoxyglucose (FDG) mesure 

l'absorption du glucose par les neurones et les cellules gliales reflétant l’activité métabolique 

cellulaire. Une TEP FDG normale exclut virtuellement le diagnostic d’une maladie 

neurodégénérative (Perani et al., 2014). Le marqueur d’imagerie le plus novateur de la MA utilisé 

en milieu clinique est la TEP amyloïde qui consiste à utiliser des ligands (comme le florbétapir, le 

florbétabène et le fletmétamol) hautement spécifiques de l’Aβ (Herholz & Ebmeier, 2011). D’autre 

part, des ligands fluorés dirigés contre la protéine Tau ont montré une affinité de liaison 

remarquable aux enchevêtrements fibrillaires (Villemagne et al., 2015) et ont affiché une meilleure 

corrélation avec l'hypométabolisme et l'atrophie que la TEP amyloïde (Figure 1.14). 

Actuellement, la TEP Tau est utilisée dans les essais cliniques visant à retarder la progression 

de la MA, mais son utilité pour le diagnostic clinique reste à confirmer. Les restrictions sont liées 

à son coût élevé et le manque de sa validité puisque des personnes pouvant être TEP Aβ+ mais 

sans présenter des problèmes cognitifs et inversement, ce qui implique le développement de 

méthodes plus précises, moins invasives et moins coûteuses (Scheltens et al., 2016).  

 
Figure 1.14 Comparaison de l’accumulation de Tau et de l’Aβ entre un patient MA et des individus sains 
âgés par TEP amyloïde et TEP Tau adaptée de (Scholl et al., 2016). L’intensité et le changement (bleu vers 
rouge) de la couleur est corrélée à la concentration des protéines toxiques dans le cerveau.  
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1.2.4.3 Biomarqueurs des fluides biologiques 

L’identification et la validation de biomarqueurs périphériques renforce davantage le diagnostic 

des démences. La Food and Drug Administration (FDA) définit un marqueur biologique comme 

un paramètre objectivement mesurable qui reflète la variation entre les processus biologiques 

normaux et pathogènes ou encore les réponses pharmacologiques à une intervention 

thérapeutique (Strimbu & Tavel, 2010). Selon le groupe de travail sur les marqueurs moléculaires 

et biochimiques de la MA, un biomarqueur idéal pour la MA devrait être précis (capable de la 

détecter et de distinguer la MA), capable de détecter une caractéristique fondamentale de la 

neuropathologie, être fiable, non invasif, simple à réaliser et peu coûteux (NIHBDW, 2001). Une 

source potentielle de biomarqueurs spécifiques est le LCR ou encore le sang périphérique. 

a) Le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

Les biomarqueurs pouvant être mesurés dans le LCR pour la détection de la MA sont l’Aβ42 et 

l’Aβ40 , la protéine tau totale (t-Tau) (l'intensité de la neurodégénérescence) et la tau 

phosphorylée (p-Tau) (qui corrèle avec les modifications pathologiques neurofibrillaires) 

(Blennow & Zetterberg, 2015a) (Figure 1.15). En 2011, le groupe de travail des NIA-AA ont publié 

de nouveaux critères pour le diagnostic de la MA de manière à pouvoir la diagnostiquer au niveau 

de ses trois stades : pré-clinique, MCI et démence (Sperling et al., 2011). Ces critères se 

présentent sous une combinaison de plusieurs marqueurs regroupant le ratio de p-Tau/Aβ42 ou 

encore celui de Aβ42/Aβ40 au niveau du LCR, la volumétrie hippocampique mesurée par IRM 

ainsi que la TEP FDG et la TEP amyloïde. L’association entre ces différents marqueurs a permis 

de diagnostiquer les différents stades de la MA avec une spécificité et une sensibilité élevée (> 

90%) (Gupta et al., 2019). Des études cliniques multicentriques et à grande échelle ont permis 

de valider ces critères diagnostiques (Mattsson et al., 2014; Palmqvist et al., 2014). 

 
Figure 1.15 Variation des biomarqueurs de la MA mesurés dans le LCR (Shraen, 2014). Lors de la DNF, 

les taux de p-Tau et de t-Tau augmentent dans le LCR à la suite de la mort neuronale et la dissociation de la 

protéine tau des microtubules. L’Aβ quant à lui, est séquestré sous forme de plaques amyloïdes dans le 

cerveau, ce qui provoque la diminution de sa concentration dans le LCR.  
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D’autres études ont montré que des marqueurs reliés au stress oxydant, mesurés dans le LCR, 

permettent de discriminer entre des personnes atteintes de démence et d’autres saines. Une 

étude a rapporté que l’association entre les niveaux des isoprostanes F2-iPs, de l’Aβ42 et de Tau 

mesurés au niveau du LCR, a permis de diagnostiquer la MA avec une sensibilité de 84% et une 

spécificité de 89% (Anoop et al., 2010). De plus, les taux de 8-OHdG et 4-HNE étaient 

significativement élevés dans le LCR de patients atteints de MA par rapport à des témoins sains 

(Gackowski et al., 2008). Il a été aussi démontré que la concentration de 3-nitrotyrosine (produit 

d’oxydation protéique) est augmentée dans le LCR des personnes atteintes de la MA et qu’elle 

était négativement corrélée aux scores du MMSE (Ahmed et al., 2005). 

Cependant, la variabilité des mesures entre les laboratoires cliniques a entravé l’identification de 

seuils uniformes pour les biomarqueurs mesurés dans le LCR. Ce problème provient des 

différences de procédures analytiques pour les méthodes ELISA manuelles employées par les 

laboratoires et de la variabilité de la qualité des réactifs et des procédures de fabrication qui 

entraînent des variations de lots à lots (Mattsson et al., 2013). De plus, la ponction lombaire 

nécessaire pour prélever des échantillons de LCR est invasive et elle est mal supportée par les 

patients limitant ainsi l’utilisation de cette matrice biologique dans les prélèvements de routine et 

comme un outil diagnostique de premier choix (de Almeida et al., 2011). 

b) Biomarqueurs potentiels périphériques 

La MA touche surtout les populations des pays à revenu faible ou intermédiaire qui représentent 

60% des patients Alzheimer (OMS, 2022) et qui n’ont pas toujours accès à des techniques 

sophistiquées telles que l’IRM et/ou des scanners TEP. De même les prélèvements du LCR sont 

invasifs et mal supportés par les patients (Jeter et al., 2013). 

Le sang constitue donc une alternative pertinente car il est obtenu de manière relativement non 

invasive et il constitue une source d'informations riche reflétant l'état physique du corps, ce qui 

rend les biomarqueurs sanguins souhaitables pour les soins primaires et les échantillonnages 

multiples dans les essais cliniques (Khan & Alkon, 2015). 

Un des grands défis actuels est l’identification d’un ou plusieurs marqueurs périphériques en 

relation avec le déclin cognitif. Bien que la MA soit associée à la neurodégénérescence cérébrale, 

de nombreuses études suggèrent que les modifications de certaines protéines plasmatiques 

peuvent être associées au déclin cognitif (Hye et al., 2014). Ceci est probablement en lien avec 

les maladies systémiques qui augmentent le risque des problèmes cognitifs et par l’échange 

continu qui existe entre le cerveau et le sang (Kouvari et al., 2022). Par conséquent, l’identification 

d’un panel de protéines sanguines dont l’expression varie entre les patients atteints de démences 
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et des témoins sains pourra représenter un outil diagnostique pratique et plus avantageux que 

les méthodes conventionnelles (Henriksen et al., 2014; Yu et al., 2018).  

b1) Peptide amyloïde et protéine Tau 

La mesure et la quantification avec précision dans la circulation systémique des protéines 

impliquées dans la neurodégénérescence comme t-Tau, p-Tau, Aβ40 et Aβ42, est difficile en 

raison de leurs faibles concentrations dans le sang, leur dégradation par les protéases 

plasmatiques et la quantité énorme de protéines au niveau du sang qui peuvent causer des 

interférences. Quelques études ont pu doser avec succès ces protéines dans le sang mais la 

corrélation des ratios de Tau/Aβ42, t-Tau/Aβ42 et Aβ42/Aβ40 avec la neuroimagerie et les tests 

cognitifs était inconsistante entre les différentes études (Mattsson et al., 2016). Néanmoins, 

l'application de nouvelles techniques ultra-sensibles comme le Single molecule array (Simoa™), 

le Enhanced immunoassay using multi-arrayed fiberoptics (a-EIMAF) ou l’immunoprécipitation 

couplée à la spectrométrie de masse ont permis de fournir une meilleure sensibilité analytique 

pour mesurer la protéine Tau (Ding et al., 2021), l’Aβ40 et l’Aβ42 (Nakamura et al., 2018a; 

Thijssen et al., 2021) et ont démontré de fortes associations avec les données d’imagerie 

cérébrale par IRM et TEP scan. 

Vu le caractère multifactoriel de la MA et la contribution des désordres métaboliques dans la 

survenue des lésions neurodégénératives, il est important de ne pas se limiter à ces marqueurs 

classiques. D’autres marqueurs périphériques pourraient refléter les manifestations 

pathologiques de la MA à un stade plus précoce et refléter plus fidèlement les processus 

neurodégénératifs et le déclin cognitif. La recherche et l’identification d’autres biomarqueurs, est 

ainsi recommandée. 

b2) Marqueurs reliés au stress oxydatif  

i) Marqueurs des dommages oxydatifs 

Comme précédemment décrit (section 1.2.3.3.), l’altération des protéines, des lipides et des 

acides nucléiques par l’action néfaste des radicaux libres a été associée à la pathogenèse de la 

démence. Ces altérations se traduisent par des formes modifiées qui peuvent être mesurées 

dans les fluides biologiques, notamment le plasma. Une étude de notre laboratoire, publiée 

récemment, a montré que le taux de protéines carbonylées était supérieur chez des patients MCI 

et MA et fortement corrélé aux scores des tests cognitifs du MoCA (R = -0,5041) et du MMSE (R 

= -0,3602) (Perrotte et al., 2019). De même, des concentrations élevées de 4-HNE, MDA et 8-

OHdG ont été rapportées chez des patients MCI et MA (Casado et al., 2008; McGrath et al., 2001; 
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Sinem et al., 2010). Cependant, ces dernières études ne corrèlent pas leurs données avec le 

ratio de p-Tau/Aβ42 dans le LCR, la neuroimagerie ou encore les tests cognitifs, ce qui pose un 

réel problème quant à la validité diagnostique de ces marqueurs. 

ii) Systèmes de défense anti-oxydants 

L’accumulation des dégâts oxydatifs peut être le signe d’un état de stress oxydatif important ou 

encore d’une altération des systèmes de défense antioxydants. Le plasma renferme des 

systèmes de défenses enzymatiques et non enzymatiques qui participent à la régulation de la 

balance oxydative. Le protéasome circulant, par exemple, contribue à l’élimination des protéines 

oxydées grâce à son activité protéolytique. L’activité de ce dernier a été diminuée chez des 

patients MA et positivement corrélée aux scores des tests du MoCA et du MMSE (Perrotte et al., 

2019). Dans la même étude, la capacité antioxydante totale à réduire le H2O2 dans le plasma qui 

reflète, entre autres, l’activité d’enzymes comme la CAT et la GPx, était plus faible chez des 

patients MCI et MA et corrélée positivement aux tests cognitifs. 

D’autre part, la vitamine E est un antioxydant majeur qui empêche la peroxydation des AGPI dans 

les membranes biologiques y compris celles des neurones. De ce fait, elle est particulièrement 

importante pour le cerveau, compte tenu de la teneur élevée en lipides et de la forte concentration 

en AGPI (Skoumalova & Hort, 2012). Les vitamines A, B, C et D sont également impliquées dans 

la neuroprotection et leur utilisation comme adjuvant peut s’avérer utile dans le traitement de la 

MA (Bhatti et al., 2016). Plusieurs études ont montré que les concentrations de la vitamine E 

(Schrag et al., 2013), la vitamine A (Polidori et al., 2004), la vitamine B (Mulder et al., 2005), la 

vitamine C (Glaso et al., 2004) et la vitamine D (Annweiler et al., 2013) diminuent significativement 

dans le plasma des patients MA (Polidori et al., 2004). Compte tenu de toutes ces données, les 

marqueurs du SO s’avèrent être utiles pour la discrimination entre des patients déments et des 

personnes cognitivement saines. 

c) Limite des marqueurs périphériques 

La fonction principale de la BHE est de protéger le cerveau des substances potentiellement 

dangereuses présentes dans le sang. La BHE réduit également la sortie des molécules du 

cerveau, une fonction qui a considérablement compliqué le processus de développement des 

biomarqueurs et qui était la principale limite pour l’identification de biomarqueurs périphériques à 

ce jour. Néanmoins, une perte de la perméabilité de la BHE peut se produire plus tard dans la 

maladie mais le diagnostic sera établi après l’installation de dommages irréversibles. 

D’autre part, les molécules plasmatiques peuvent être dégradées par le foie et/ou des protéases, 

adhérer à d’autres molécules et cellules (effet de matrice), être significativement diluées dans le 
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grand volume sanguin et beaucoup sont éliminées par excrétion rénale (Hampel et al., 2018). Par 

conséquent, le temps de demi-vie de ces molécules est hautement variable et non constant 

rendant difficile l’identification de candidats valides pour le diagnostic de la MA. 

Un autre point important est la mise en évidence de la relation entre les biomarqueurs sanguins 

identifiés et la pathogénèse de la maladie. En effet, le taux plasmatique de la plupart des 

protéines, des peptides et des lipides reflète les contributions de différents tissus. Une corrélation 

entre les analytes ou les protéines candidats avec les scores de tests cognitifs doit être ainsi 

évaluée (Henriksen et al., 2014). D’autres facteurs, dont la médication et l’apport alimentaire 

peuvent interférer de manière significative avec les analyses du protéome sanguin entrainant de 

fortes fluctuations et devraient être aussi pris en considération lors de l’identification de nouveaux 

biomarqueurs (Ghidoni et al., 2013).  

1.2.4.4 Nouvelles cibles 

Compte tenu des limites liées aux marqueurs périphériques dans le cadre des maladies 

neurodégénératives incluant la MA, il était plus qu’urgent de trouver d’autres alternatives. Au 

cours des deux dernières décennies, il y a eu un intérêt croissant pour l’étude des vésicules 

extracellulaires (EVs) comme outils de diagnostic innovants. Grâce à leurs propriétés intrinsèques 

et extrinsèques, ces dernières pourraient révolutionner le dépistage de la MA et d’autres troubles 

neurologiques.  

1.3 Les vésicules extracellulaires  

1.3.1 Histoire des EVs 

L’identification des vésicules membranaires extracellulaires a été réalisée pour la première fois 

par hasard en 1946 par Chargaff et West lors de leurs études sur la coagulation du sang (Chargaff 

& West, 1946). Ils décrivaient une fraction particulaire qui a sédimenté à une vitesse élevée de 

centrifugation (31 000 g) et qui avait un potentiel d’agrégation élevé. Cette fraction était alors 

considérée comme des déchets excrétés par la cellule mais il s’agissait des EVs. En 1967, Wolf 

a publié des images de microscopie électronique de ces particules, qu'il a décrites comme de la 

"poussière plaquettaire" (Wolf, 1967). D’autres images de cette poussière décrite dès lors comme 

« microparticules » ont pu être obtenues par Crawford qui a également montré qu'elles 

contenaient des lipides et transportaient des protéines (Crawford, 1971). Ces expériences avec 

les plaquettes ont été les premières à décrire la présence de ces particules tout en faisant allusion 

à leur importance biologique potentielle (Figure 1.16). 
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Figure 1.16 Chronologie des évènements les plus marquants depuis la découverte des vésicules 
extracellulaires. Illustration personnelle modifiée de (Couch et al., 2021; Srivastava et al., 2020) 
 

La notion des corps multivésiculaires (MVB) a été introduite par Nunez en 1974 qui a montré que 

la fusion entre la membrane externe des MVB et la membrane plasmique pourrait conduire à la 

libération des vésicules contenues dans les MVB dans l'espace luminal. Cette description 

correspond à un type particulier des EVs connu aujourd’hui sous l’appellation d’exosomes (Nunez 

et al., 1974). Entre temps d’autre chercheurs ont eu l’idée d’utiliser le terme « exosome » pour 

décrire les véhicules libérés de la surface de la cellule (Trams et al., 1981). Un peu plus tard, 

Harding, encore étudiant au doctorat au laboratoire Stahl, a pu produire des images TEM 

démontrant que ces vésicules ont été libérées de la lumière des MVB lors de la fusion avec la 

membrane plasmique (Harding et al., 1983). Ainsi, il a mis en évidence l'existence d'une nouvelle 

voie de tri et de trafic intracellulaire, qui est la voie de sécrétion des exosomes (Figure 1.16). 

Dans les années 90s, les premiers articles décrivant les propriétés biologiques et caractéristiques 

physiques des EVs ont vu le jour. Il a été démontré que les exosomes renferment une multitude 

d’enzymes actives (Fourcade et al., 1995; Johnstone et al., 1989). Ces observations suggèrent 

que les EVs pourraient jouer des rôles fonctionnels dans les processus biologiques et ouvrent 

des perspectives sur la possibilité de les exploiter en tant que biomarqueurs ou dans les 

applications thérapeutiques. Au début du 21e siècle et lors de la dernière décennie, une explosion 

d’articles traitant les différents aspects intrinsèques des EVs a vu le jour (Srivastava et al., 2020). 
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1.3.2 Généralités 

Les EVs sont des particules lipidiques infiniment petites de taille nanométrique qui sont libérées 

quasiment par tous les types de cellules, y compris celles du cerveau et qui à l'origine étaient 

suspectées de jouer un rôle d'élimination des déchets intracellulaires. Les recherches récentes 

sur les EVs, ont révélé que ces dernières sont capables de transporter une cargaison riche en 

molécules (protéines, lipides, acides nucléiques) qui sont bien protégées par une bicouche 

lipidique et qu’elles participent activement à la dissémination et à l’échange de ces composants 

avec les cellules adjacentes et distantes. Les EVs servent ainsi de vecteurs de signalisation dans 

les processus homéostatiques cellulaires et peuvent être secrétées en réponse à des 

événements pathologiques (Yates et al., 2022a; Yates et al., 2022b). 

Des études suggèrent que les EVs peuvent passer à travers la BHE dans les deux sens (Kojima 

et al., 2018; Shi et al., 2014; Skog et al., 2008; Wiklander et al., 2015). Récemment, quelques 

études ont montré que certains marqueurs cérébraux pouvaient se retrouver au niveau des EVs 

provenant de la périphérie (Aharon et al., 2020; Chai et al., 2021; Haddad et al., 2021; Haddad 

et al., 2019b; Jia et al., 2019b; Jia et al., 2021; Li et al., 2020; Perrotte et al., 2020). La nouvelle 

approche consiste donc à mesurer au niveau des EVs circulants les variations du taux de certains 

facteurs trophiques, inflammatoires, synaptiques ou encore des produits d’oxydation impliqués 

potentiellement dans la physiopathologie de la MA.  

Il existe trois types d’EVs classées en fonction de leur site de biogenèse, leur morphologie et leur 

taille : les exosomes (30-150 nm) formés à partir de l’endosome tardive, les microvésicules (50-

500 nm) formées à partir de la membrane plasmatique et les corps apoptotiques (~1000nm) 

formés lors de l’apoptose cellulaire (Vader et al., 2014) (Figure 1.17).  

 

Figure 1.17 Les vésicules extracellulaires modifiée de (Bellingham et al., 2012; Kim et al., 2018). Selon le 
site de biogenèse et la taille on distingue 3 types de EVs : 1) Les exosomes, 2) les microvésicules et 3) les 
corps apoptotiques. Des nouveaux sous-types d’EVs libérées par des organelles sont nouvellement décrits.  
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1.3.3 Les corps apoptotiques 

Considérés depuis longtemps comme des débris cellulaires ou des sous-produits formés à la 

suite de la mort programmée de cellule par apoptose, les corps apoptotiques (ApoEVs) ont 

regagné récemment un intérêt croissant après la description de leur implication dans la 

modulation de la réponse immunitaire. Les ApoEVs semblent jouer un rôle dans la communication 

paracrine mais leur action n’est pas encore bien déterminée. De plus, les résultats des études 

divergent quant à la caractérisation et l'isolement des ApoEV, ce qui complique davantage la 

détermination de leurs fonctions biologiques (Caruso & Poon, 2018).  

1.3.4 Les microvésicules 

L'ectocytose est un processus permettant la libération de vésicules à partir de la membrane 

plasmique. Les microvésicules (MVs) libérées jouent un rôle dans la communication cellule-

cellule, y compris les cellules cancéreuses, où elles sont généralement appelées oncosomes. 

L’appellation des microvésicules varie ainsi en fonction du type cellulaire. On distingue les 

microparticules, les migrasomes ou encore les neurosphères (van Niel et al., 2018). La formation 

des MVs est stimulée par le regroupement de lipides et de protéines associées à la membrane 

plasmique sous forme de microdomaines. Les microdomaines formés participent également au 

recrutement d’autres composants de la machinerie cellulaire ce qui favorise leur bourgeonnement 

au niveau de la membrane et leur libération dans le milieu extracellulaire. 

 

Tableau 1.1 Différences entre microvésicules et exosomes (van Niel et al., 2018) 

 Exosomes Microvésicules 

Origine Endosome Membrane plasmique 

Taille 30-150 nm 50-500 nm 

Autres appellations - Dexosomes 

- Nanovésicules 

- Tolérosomes 

- Prostasomes 

- Microparticules 

- Oncosomes 

- Migrasomes 

- Neurosphères 

Organisateurs 
membranaires 

Tétraspanines : CD9, CD37, 
CD53, CD63, CD81, CD151, 
TSPAN8, TSPAN6, Flotilin 1 
& 2 

Tétraspanines : CD9, 
CD81, CD82 

Facteurs de biogenèse ALIX, TSG101, synténine, 
ubiquitine, clathrine, VPS4, 
VPS32 

ALIX, TSG101, VPS4, ERK, 
PLD 

Trafic intracellulaire Rab, GTPases, annexines Rab, GTPases, annexines 
Abréviations : ALIX, ALG-2 interacting protein X, TSG101, tumour susceptibility gene 101 protein; TSPAN, 
tétraspanine; VPS, vacuolar protein sorting-associated protein, PLD, phospholipase D, Rab, RAS-related protein 
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La génération de microvésicules fait appel à des mécanismes de tri intracellulaires communs 

avec ceux requis pour les exosomes (notamment les protéines ESCRT). Ces mécanismes 

communs empêchent de distinguer entre les différentes sous-populations de vésicules. 

Cependant, quelques exceptions ont été rapportées comme la présence des flotilines ou 

certaines tétraspanines au niveau des exosomes en formation, qui ne sont pas décrites dans le 

processus de bourgeonnement des MVs (Tableau 1). 

1.3.5 Les exosomes  

1.3.5.1 Généralités 

Le terme « exosome » a été utilisé pour la première fois par Trams et al. (Trams et al., 1981) pour 

décrire des vésicules produites directement par bourgeonnement vers l'extérieur au niveau de la 

membrane plasmique. Plus tard, Rose Johnstone a utilisé le terme "exosome" pour décrire les 

vésicules libérées suite à la fusion des MVB, avec la membrane plasmique (Johnstone et al., 

1987) et c'est devenu plus tard le terme recommandé par l’association internationale des 

vésicules extracellulaires (ISEV) pour ce type de vésicule (Théry et al., 2018). Les exosomes ont 

une taille de 30 à 150 nm et possèdent une bicouche lipidique. Ils peuvent être isolés au niveau 

de tous les fluides biologiques (sang, LCR, urine, salive, lait maternel, liquide amniotique) et sont 

capables de transporter une variété de protéines, de lipides et d’acides nucléiques (Figure 1.17).  

La cargaison des exosomes varie en fonction du type et de l’état physiologique ou pathologique 

des cellules. Grâce à leur membrane cellulaire, les exosomes peuvent être aussi utilisés comme 

des vecteurs de transfert pour la livraison des principes actifs ou de médicaments. Ces différentes 

propriétés ont stimulé l’intérêt de plusieurs équipes de recherche, au cours de la dernière 

décennie, pour l’exploitation thérapeutique et/ou diagnostiques des EVs (Srivastava et al., 2020). 

1.3.5.2 Biogenèse des exosomes 

L’invagination de la membrane plasmique par endocytose conduit à la formation d’endosomes 

précoces puis tardifs donnant eux-mêmes naissance aux MVB. Ces derniers vont soit a) 

fusionner avec la membrane plasmique (ils vont libérer leur contenu en vésicules intraluminales 

ou « VIL » dans l’espace extracellulaire sous forme d'exosomes), b) soit fusionner avec des 

lysosomes (leur contenu sera dégradé et recyclé), c) soit contribuer à la génération des organites 

spécialisés, tels que les corps de Weibel-Palade (cellules endothéliales), les mélanosomes (dans 

les mélanocytes), les granules sécrétoires (dans les mastocytes) ou encore les granules 

azurophiles (dans les neutrophiles) (Figure 1.18) (Edgar, 2016). 
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Figure 1.18 Biogenèse des exosomes modifiée de (Schorey et al., 2015). La biogenèse des exosomes fait 

intervenir deux voies d’invagination membranaire différentes : ESCRT-dépendante et ESCRT-indépendante. 

Dans les deux cas il y a formation d’endosomes précoces suivie des MVB qui vont être soit libérée dans 

l’espace extracellulaire (exocytose), soit dégradés dans la cellule au niveau des lysosomes. Ces phénomènes 

sont assurés par des protéines Rab de nature différentes qui vont décider du devenir des MVB.  

 

a) Voie ESCRT-dépendante 

La formation des VIL (qui donneront par la suite les exosomes) peut être induite par le 

complexe ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) qui est constitué d’un 

ensemble de complexes protéiques cytosoliques (ESCRT-0, -I, -II et III). Ces derniers sont 

recrutés dans les endosomes par des protéines membranaires ubiquitinylées. La fixation du 

premier complexe ESCRT-0 au niveau de la membrane endosomale s’effectue par 

reconnaissance de l’ubiquitine, les complexes ESCRT-I et -II dirigent le bourgeonnement interne 

de la membrane, et le complexe ESCRT-III sert de « ciseaux moléculaires » séparant et libérant 

les vésicules formées dans la lumière de l’endosome tardif (Kim et al., 2018). 

b) Voie ESCRT-indépendante 

La génération des VIL par voie ESCRT-indépendantes nécessite l’intervention d’une protéine 

spécifique : la tétraspanine qui est abondante au niveau des VIL mais dont le rôle est peu clair. Il 

est important de noter que la sous-unité TSG101 des complexes ESCRT-1 et les tétraspanines 

telles que CD9, CD63, CD81 et CD82 sont particulièrement nombreuses dans la membrane 

exosomale et sont utilisées comme biomarqueurs d'exosomes (Kim et al., 2018). 

Le chevauchement entre les MVs et les exosomes en termes de taille et de marqueurs 

spécifiques rend impossible la séparation entre ces deux groupes lors du processus d’extraction. 

Pour cette raison, la dénomination EVs sera utilisée dans notre travail.  
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1.3.6 Extraction et purification des EVs 

Plusieurs méthodes et technologies d’extraction et de purification des EVs ont été développées 

à partir de fluides biologiques et tissus. Même si l’ultracentrifugation reste la méthode de choix, 

d’autres techniques regagnent du terrain (Figure 1.19). Selon le dernier guide méthodologique 

de l’étude des EVs (MISEV) il n’existe aucune méthode présentement capable d’isoler les EVs 

avec un rendement élevé et une haute spécificité (Coumans et al., 2017).  

 

 

Figure 1.19 Liste des techniques d’isolement et de purification des EVs modifiée de (Royo et al., 2020). 

Abréviations : UC, Ultracentrifugation ; SEC, Chromatographie d’exclusion sérique ; NS, non significatif. 

 

Ces méthodes sont classées selon trois groupes comme suit (Figure 1.20) : 

i) haute récupération, faible spécificité : il s’agit des méthodes qui récupèrent la plus grande 

quantité de matériel extracellulaire, quelle que soit sa nature : vésiculaire ou non vésiculaire. 

Parmi ces protocoles on trouve : les kits de précipitation/polymère (PEG ou autres), les filtres 

centrifuges à faible poids moléculaire (sans autre étape de séparation) ou encore 

l’ultracentrifugation longue ou à très grande vitesse non différentielle (sans étapes précédentes 

à plus faible vitesse) (Cocozza et al., 2020; Coumans et al., 2017). 

ii) récupération intermédiaire, spécificité intermédiaire : ce sont des méthodes qui récupèrent 

les EVs avec une certaine contamination par des protéines libres, de ribonucléoprotéines et de 

lipoprotéines, qui varie en fonction de la matrice biologique. À titre d’exemples, on retrouve : la 



 39 

chromatographie d'exclusion stérique (SEC), l’ultracentrifugation différentielle en temps/vitesse 

intermédiaires (avec ou sans lavage), les filtres centrifuges de haut poids moléculaire et les 

colonnes d'affinité membranaire. 

iii) faible récupération, haute spécificité : ces méthodes visent généralement à récupérer un 

sous-type des EVs en particulier (en termes de taille, densité, charge, protéines spécifiques, 

origine tissulaire) avec le minimum de composants non vésiculaires. La filtration combinée à la 

SEC permet de séparer les EVs par leur taille (cependant elle n’élimine pas les composants non 

vésiculaires de taille similaire). L’immunoprécipitation et le gradient de densité font aussi partie 

de cette catégorie. À noter que ces techniques permettent une récupération élevée de sous-types 

spécifiques des EVs mais ne sont pas adaptées pour les EVs totales. Ainsi l’utilisation d’une 

technique dépend largement de l’analyse à effectuer sur les EVs.  

 

Figure 1.20 Spécificité et rendement des techniques d’extraction et purification des EVs modifiée de 

(Cocozza et al., 2020). Abréviations : P, Précipitation ; FC, Concentration par filtre ; SEC, Chromatographie 

d'exclusion stérique ; dUC, Ultracentrifugation différentielle ; DG, Gradient de densité ; Flux asymétrique ; IP, 

Immunoprécipitation. Les méthodes de P et FC offrent une haute récupération mais une faible spécificité. Les 

méthodes de SEC et dUC offrent une récupération et spécificité intermédiaire. La méthode d’IP offre une haute 

spécificité mais une faible récupération. L’idéale serait de combiner 2 ou 3 méthodes pour un bon compromis 

entre récupération et spécificité. 
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1.3.7 Caractérisation des EVs 

La caractérisation des EVs est une étape principale et essentielle dans l’étude des EVs. Plusieurs 

méthodes sont utilisées à cette fin (Royo et al., 2020) (Figure 1.21). Toujours selon le guide 

MISEV, il faut effectuer un minimum de trois techniques pour s’assurer de la bonne isolation des 

EVs. Il est aussi conseillé de choisir des méthodes permettant l’analyse des EVs en vrac « bulk » 

mais aussi individuellement « single particle : SP ».  

Selon des données récentes les techniques les plus utilisées pour caractériser les EVs sont :  

i) Western blot : détection des marqueurs spécifiques des EVs comme ALIX, TSG101, 

tétraspanines (analyse bulk),  

ii) Single particle tracking analysis : analyse de la taille et concentration des EVs (analyse SP),  

iii) Dosage protéique BCA/Bradford : mesure le contenu vésiculaire en protéines totales et 

évalue la contamination (analyse bulk),  

iv) Microscopie électronique en transmission: analyse de la morphologie et la taille (analyse SP) 

v) Cytométrie en flux : analyse bulk et/ou SP.  

Ces cinq méthodes ont été ainsi sélectionnées pour être appliquées dans notre étude.  

 

Figure 1.21 Liste des méthodes de caractérisation des EVs modifiée de (Royo et al., 2020). Abréviations : 
WB, Western blot ; TEM, Microscopie électronique en transmission ; Cryo-EM, Microscopie électronique 
cryogénique ; AFM, Microscopie à force atomique ; SPR, Résonance plasmonique de surface 
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1.3.8 Rôle des EVs dans les processus physiologiques et pathologiques 

Au cours de la dernière décennie, de nombreuses découvertes ont permis de mieux comprendre 

le rôle des EVs dans les processus physiologiques et pathologiques. Il est maintenant admis que 

les EVs jouent un rôle crucial dans le maintien de l'homéostasie des organes et des différents 

systèmes de l’organisme mais contribuent aussi à la pathogenèse de certaines maladies comme 

les troubles neurodégénératifs.  

1.3.8.1 Les EVs dans les processus neurophysiologiques 

Dans le SNC, les EVs sont libérés par tous les types de cellules, y compris les neurones, les 

astrocytes, la microglie, les oligodendrocytes et les cellules vasculaires. L’activité neuronale, qui 

est un processus vital pour le maintien efficace des synapses, serait associée à une libération 

accrue d'EVs (Lachenal et al., 2011) et ce phénomène est particulièrement important au cours 

du développement normal du cerveau (Paolicelli & Ferretti, 2017). D’autres études in vivo 

montrent un rôle crucial des EVs d’origine neuronale pendant le développement normal du SNC 

(Tanaka et al., 2005; Vyas et al., 2014). 

Il a été démontré que les péricytes produisent des EVs qui sont pro-angiogéniques, ce qui 

suggère un rôle des EVs dans la régulation de la croissance et de la fonction normale au niveau 

de la BHE (Mayo & Bearden, 2015). Les EVs secrétées par les cellules astrogliales transportent 

des protéines antioxydantes (apolipoprotéine D) (Pascua-Maestro et al., 2018) et impliquées dans 

la clairance d’Aβ (apolipoprotein E) (Nikitidou et al., 2017) vers les neurones et assurent la survie 

neuronale en cas de stress oxydatif ou d’exposition à des protéines toxiques. De plus, les EVs 

des cellules endothéliales expriment le CX3CL1 (fraktalkine) à leur surface (Brown et al., 2018) 

et il a été décrit que l'interaction de fraktalkine avec son récepteur CX3CR1 sur la microglie assure 

un état de quiescence (Figure 1.22) (Paolicelli et al., 2014). 
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Figure 1.22 Voies de signalisations médiées par les EVs au niveau du SNC, modifiée de (Yates et al., 

2022b). Abréviations : BHE, barrière hémato-encéphalique ; apoD, apolipoprotéine D; apoE, apolipoprotéine E.  

1.3.8.2 Les EVs dans les processus neuropathologiques 

Il a été démontré, sur des cellules de neuroblastome, que les EVs peuvent renfermer des peptides 

qui sont impliqués dans la pathogenèse de la MA tels que l’Aβ (N2a) (Rajendran et al., 2006), t-

Tau et p-Tau T181 (cellules M1C) (Saman et al., 2012), ou encore l’α-synucléine (cellules SH-

SY5Y) (Emmanouilidou et al., 2010) (Figure 1.23). Cela laisse penser que ces EVs participent à 

la dissémination de ces protéines toxiques et joueraient le rôle de vecteurs de propagation.  

 

Figure 1.23 Formation des exosomes contenant des protéines associées à des maladies 

neurodégénératives (Howitt & Hill, 2016) 

V V 
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Dans ce contexte, il a été démontré que la propagation des fibrilles tau est médiée par les EVs 

dans des modèles murins transgéniques de la MA et d’autre modèles de vieillissement (Iba et al., 

2013; Ruan et al., 2021). Des travaux effectués sur des EVs, dérivées de cellules IPSC isolées à 

partir des patients MA porteurs de la forme familiale de la maladie, ont montré que ces EVs étaient 

capables d'induire une pathologie tau chez des souris naïves (Aulston et al., 2019). Le rôle des 

EVs dans la propagation d’autres protéines toxiques de la MA comme l’Aβ, a été aussi décrit 

(Eitan et al., 2016; Sardar Sinha et al., 2018). Le profil de miRNA des EVs permettraient aussi de 

distinguer entre différents types de troubles neurodégénératifs (Sproviero et al., 2021). 

Il est important de noter que malgré le nombre croissant des études associant les EVs aux 

maladies neurodégénératives (ou autres pathologies), les explications mécanistes restent encore 

largement à l’échelle in vitro. Néanmoins, les EVs seraient un réservoir de marqueurs 

neuropathologiques intéressants qui peuvent être utiles dans le diagnostic de la MA. 

1.3.9 Les EVs : un outil de diagnostic innovant pour la MA 

L’implication des EVs dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques a suscité un 

intérêt grandissant quant à leur utilisation comme outil diagnostique dans diverses maladies, y 

compris la MA. Plusieurs études cliniques, réalisées auprès de patients MCI et MA, ont rapporté 

la présence au niveau d’EVs périphériques de quelques marqueurs neuronaux comme l’Aβ42, t-

Tau, p-Tau T181, p-Tau S396 et l’APP (Jia et al., 2019a; Perrotte et al., 2020), des produits 

avancés de glycation (AGEs) comme RAGE, GLO-1, CML, méthylglyoxal et glyoxal (Haddad et 

al., 2021; Haddad et al., 2019a; Haddad et al., 2019b) ou encore de marqueurs synaptiques 

comme GAP43, SNAP25, la synaptophysine, la synaptotagmine la synaptopodine et la 

neurogranine (Goetzl et al., 2016; Jia et al., 2021).  

D’autres études menées chez des patients atteints de démence, ont pu isoler des EVs enrichies 

d’origine neuronale grâce à l’immunoprécipitation avec une tétraspanine dite ‘’spécifique’’ aux 

cellules neuronales : la CD171 ou L1CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) (Goetzl et al., 2015a). 

Une étude réalisée sur des volontaires sains a montré que la mesure de la concentration de 

quelques marqueurs neuronaux (p-Tau, t-Tau, BDNF, NSE, NFL) au niveau de cette sous 

population d’EVs (L1CAM) donne une meilleure sensibilité par rapport aux mêmes marqueurs 

mesurés dans les EVs totales, le plasma ou le sérum (Mustapic et al., 2017). D’autres molécules 

ont été utilisées pour capter les EVs provenant du cerveau comme, GLAST (astrocytes) (Goetzl 

et al., 2018b; Nogueras-Ortiz et al., 2020), CSPG4 (neurones) (Goetzl et al., 2019), ou encore 

NCAM (neurones et cellules gliales) (Jia et al., 2019a). Cependant, il a été démontré que L1CAM 

est hautement exprimée dans d’autres tissus comme l’appareil urinaire et la peau, la CSPG4 est 
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présente aussi fortement dans le foie, le pancréas et le système respiratoire, GLAST est exprimée 

au niveau de l’oreille interne et la rétine (Lawton et al., 2000) et NCAM se trouve également dans 

la moelle osseuse, les tissus lymphoïdes et le tractus gastrointestinal (The Human Protein Atlas, 

2022). Ces données remettent en question la spécificité de ces protéines et les EVs isolées par 

le biais de ces protéines vis-à-vis du système nerveux.  

Le tableau 1.2 donne un aperçu général des marqueurs vésiculaires analysés au sein de 

plusieurs cohortes cliniques tout en précisant la nature des fluides biologiques, les techniques 

d’extraction utilisées ainsi que les méthodes de caractérisation.  

Tableau 1.2 Liste de biomarqueurs dérivés des EVs dans le cadre de la maladie d’Alzheimer modifié de 

(Vandendriessche et al., 2020) 

Source Cohorte Isolation EVs NTA TEM WB Biomarqueurs Statistique Références 

 

 

LCR 

MA : 10 
CTR : 10 

Centrifugation 
différentielle 

 

X X X p-Tau n.s. (Wang et al., 

2017b) 

MA : 21 
CTR : 9 

UC + gradient 
sucrose 

  X p-TauT181 /t-Tau p = 0.04 
 

(Saman et al., 

2012) 

MA : 7 
CTR : 7 

Total Exosome 
isolation kit 

   miR-193b p < 0.05 
(     

(Liu et al., 

2014) 

 

 

Sérum 

MA : 36 
MCI : 12 
CTR : 12 

Total Exosome 
isolation kit 

X X X APP AUC=0.923  (Perrotte et al., 

2020) pT181 Tau/T-tau 
CTR vs MCI  
CTR vs. MA 

 
AUC=1 

AUC=0.823      

MA : 30 
MCI : 10 
CTR : 10 

Total Exosome 
isolation kit 

X X X RAGE 
GLO-1 

n.s. 
AUC=0.82 

(Haddad et al., 

2021) 

MA : 107 
MCI :101 
CTR : 7 

Total Exosome 
isolation kit 

X  X MiR-135a 
miR-384 
miR-193b 
 

Sens :94-97% 

Spec :86-99% 

(Yang et al., 

2018) 

MA : 25 
CTR : 17 

ExoQuick + L1CAM 

immunoprécipitation  

  X SNAP25 AUC=0.826 
 (     

(Agliardi et al., 

2019) 

Sérum/ 

Plasma 

 
MA : 57 
CTR : 57 

FU-MA : 24 

 

ExoQuick + L1CAM 

immunoprécipitation 

 

X 

  

X 

t-Tau n.s.  

(Fiandaca et 

al., 2015) 

pS396 Tau 

pT181 Tau 

 
AUC=0.999 

 (     

Aβ1-42 

 

 

Plasma 

 

 

 
MA : 10 

FU-MA : 20 
MCI : 20 
CTR : 10 

 

 

ExoQuick + L1CAM 

immunoprécipitation 

 

 

X 

 

 

X 

 

 

X 

pT181 Tau AUC=1   

(Winston et al., 

2016a) 

pS396 Tau AUC=0.98 

Aβ1-42 AUC=0.98 

Neurogranine AUC=1 

REST AUC=1 
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Plasma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
MA : 20 
MCI : 20 
CTR : 10 

 

 

ExoQuick + L1CAM 

immunoprécipitation 

 

X 

  

X 

 

t-Tau 

pT181 Tau 

 

n.s. 

 

(Guix et al., 

2018) 

 
MA : 12 
CTR : 12 

FU-MA : 9 

 

 

ExoQuick + L1CAM 

immunoprécipitation 

   

 

X 

Synaptotagmine AUC=0.99  

(Goetzl et al., 

2016) 

Synaptophysine AUC=1  

Synaptopodine AUC=0.97 

Neurogranine AUC=0.99 

GAP43 AUC=0.79 

 
MA : 26 
CTR : 16 

FU-MA : 20 

 
 
ExoQuick + L1CAM 
immunoprécipitation 

   

X 

LAMP-1 p < 0.001  

(Goetzl et al., 

2015b) 

Cathepsine D AUC=1 

Protéines 

ubiquitinylées 

AUC=1 

HSP70 AUC=1 

MA : 24 
CTR : 14 

FU-MA : 16 

ExoQuick + L1CAM 
immunoprécipitation  

   

X 

LRP6 AUC=0.924  

(Goetzl et al., 

2015a) 

HSF1 AUC=0.944 

REST AUC=0.944 

MA : 28 
CTR : 28 

FU-MA : 18 

ExoQuick + L1CAM 
immunoprécipitation  

   

X 

AMPA4  

P < 0.001 

 

(Goetzl et al., 

2018a) 

NLGN1 

NRXN2 

NPTX2 p < 0.01 

MA :106 
CTR :106 

Immunoprécipitation 
avec L1CAM 
 

X   Tau n.s. (Shi et al., 

2016) 

MA :24 
CTR :24 

FU-MA :15 

ExoQuick + 
immunoprécipitation 
avec CSPG4  
 

 

X 

  

X 

HGF  

p < 0.001 

 

(Goetzl et al., 

2019) 

FGF2 

IGF1 

FGF13 p < 0.01 

MA :101 
MCI:96 

CTR :101 

ExoQuick + 
immunoprécipitation 
avec NCAM 

  

X 

 

X 

t-Tau AUC=0.89 (Jia et al., 

2019b) pT181 Tau AUC=0.88 

Aβ1-42 AUC=0.93 

 
 
 

MA : 28 
CTR : 28 

FU-MA : 16 

 
 
 
ExoQuick + 
immunoprécipitation 
avec GLAST 

 

 

 

X 

 

 

 

X 

 

 

 

X 

IL-6, IL1-β, TNFα p < 0.01  

(Goetzl et al., 

2018b; 

Nogueras-

Ortiz et al., 

2020) 

C1q, C3b, C3d, 

C4b, C5b, C9, 

p < 0.001 

Facteur B, D, à 

CR1, CD46 

p < 0.01 

CD59, DAF p < 0.001 
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Plasma 

 

MA :31 
MCI:16 
CTR :16 

 
 
ExoQuick + L1CAM 
immunoprécipitation  

  X miR-212 AUC=0.77 (Cha et al., 

2019) miR-132 AUC=0.84  

 
MA :40 
CTR :40 

  

X 

 

X 

miR-100-3p p = 0.008  

(Serpente et 

al., 2020) 

miR-23a-3p p = 0.008 

miR-223-3p p = 0.016 

miR-190a-5p p = 0.003 

Abréviations : NTA, nanoparticles tracking analysis, TEM, transmission electron microscopy; WB, 
western blot; MA, maladie d’Alzheimer; FU-MA, suivi des patients Alzheimer, MCI, troubles 
cognitifs légers; CTR, témoins,    augmentation;   , diminution; L1CAM, L1 Cell Adhesion Molecule; 
GLAST, glutamate/aspartate transporter; n.s. non significatif 

Les marqueurs identifiés regroupent des miRNA, des facteurs de croissance, des protéines 

synaptiques, des facteurs neurotrophiques, des AGEs et leurs précurseurs ou encore des 

protéines toxiques. Selon les différentes études rapportées dans le tableau, le plasma s’avère la 

source de choix pour l’identification des biomarqueurs dérivés des EVs pour la détection de la 

MA. D’autre part, la sensibilité des EVs enrichies d’origine neuronale semble être similaire à celle 

des EVs totales ouvrant le débat sur la méthodologie employée pour isoler les EVs neuronales 

(nEVs). Selon certaines études, nEVs ne représentent que 9.6% des EVs totaux circulant dans 

le sang (Mustapic et al., 2017) ce qui rendrait difficile l’identification et la quantification des 

marqueurs potentiels. 

1.4 Mise en situation 

La MA est un trouble neurodégénératif, progressif et irréversible. Il s’agit d’une maladie 

multifactorielle causée principalement par la présence du variant APOE ε4, l’âge avancé (> 65 

ans), les désordres métaboliques ainsi que d’autres facteurs environnementaux. 

Actuellement, il n’existe aucun traitement curatif ni de test de dépistage entièrement fiable pour 

détecter la MA. L’élaboration d’un diagnostic précoce et de routine est parmi les défis majeurs de 

la recherche sur la MA.  

Les variations pathologiques de certaines protéines au niveau de la périphérie peuvent refléter et 

renseigner sur les changements précoces au cours de la MA. Ces variations sont d’autant plus 

importantes et mieux « conservées » dans les EVs périphériques (pEVs), comme en 

témoigne un grand nombre d’études récentes (voir Tableau 1.2). 

L’association entre l’utilisation des pEVs pour identifier des nouveaux biomarqueurs chez des 

personnes précliniques avant leur conversion à la MA tout en incluant le génotypage du 

variant APOE ε4, semble être une stratégie efficace pour la mise en place d’un diagnostic 

précoce, fiable et non invasif pour le suivi de l’apparition et la progression de la MA.  
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1.5 Hypothèse et objectifs 

• Hypothèse 

Notre hypothèse est que la variation d’un profil de biomarqueurs plasmatiques reliés au stress 

oxydant et aux processus neurotrophiques et neurodégénératifs contenus dans les pEVs 

permettrait de prédire l’évolution des individus CIND porteurs de l’allèle APOE ε4 vers la démence 

du type Alzheimer.  

• Objectif 1 

Isoler, caractériser et analyser la distribution les pEVs dans la population d’étude. 

 

▪ Objectif 2 

Obj 2a. Étude de l’effet de l’allèle APOE ε4 sur le contenu plasmatique et vésiculaire en protéines 

neurotrophiques, neuroinflammatoires et neurodégénératifs chez des individus CIND convertis à 

la MA (Article 1). 

Obj 2b. Rechercher et identifier des marqueurs plasmatiques et vésiculaires liés au stress 

oxydatif pouvant prédire la conversion des individus CIND à la MA (Article 2). 

 

• Objectif 3  

i) Étude du rôle physiologique potentiel des EVs isolées à partir de participants sains dans la 

fixation et l’élimination des oAβ, ii) identification du cargo moléculaire impliqué dans ce processus 

et iii) étude de l’impact des changements potentiels au niveau de ce cargo sur le développement 

de la MA (Article 3). 
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2.1 Introduction  

Alzheimer’s disease (AD) is the predominant form of dementia and the most common 

neurodegenerative disorder.1 Advanced age and the presence of the ε4 allele of the 

apolipoprotein E gene (APOE) are the most relevant late-onset sporadic AD-promoting factors as 

they interact with the core mechanisms of this neurologic disorder.2,3  

ApoE is essential to modulate cerebral lipid homeostasis and neurogenesis with the apoE4 

isoform promoting less efficiently the transport of essential lipids to neurons. In addition, 

proteolytic degradation of the amyloid beta (Aβ) peptide is compromised in APOE ε4 carriers, 

thus increasing amyloidosis and the risk of progression to AD.4 However, other mechanisms 

involving APOE ε4 in brain malfunction related to AD pathology remain to be explored. 

With the lack of efficient pharmacotherapeutic options and early AD diagnosis, the challenge is 

now to identify preclinical AD biomarkers. In this context, subjective cognitive decline (SCD) was 

defined as a stage preceding mild cognitive impairment (MCI) and probably the earliest clinical 

sign of AD.5 Before the establishment of a conceptual framework for research on SCD, various 

terms were used in the literature to refer to intermediate states between normal cognition and 

dementia such as “cognitive impairment, no dementia (CIND),” “subjective cognitive concerns,” 

“subjective cognitive impairment,” “subjective memory complaint,” and others.6,7 In addition, 

common techniques for AD diagnosis such as neuroimaging (magnetic resonance imaging [MRI] 

and positron emission tomography [PET] scan) and cerebrospinal fluid (CSF) collection are 

expensive, invasive, and relatively accurate, which entails the development of more cost 

effectiveness and valid procedures. Therefore, identification of early and novel candidate blood-

based biomarkers emerges as one of the current major challenges. 

Extracellular vesicles (EVs) are membrane-shedding nanoparticles that are released from 

different cell types as mediators of cell-to cell communication. EVs form a heterogeneous group 

with varying composition and metabolic fates and can transport and transfer various molecular 

components (eg, nucleic acids, proteins, and lipids) involved in the regulation of active signaling 

pathways.8 In brain, EVs are involved in neuron-glial interface, in neuroprotection, as well as in 

the dissemination of neuropathologic components (such as Aβ, tau) notably between the brain 

and periphery.9–11 Recently, we demonstrated an early reduction of t-tau and the amyloid 

precursor protein (APP) in plasma-derived EVs (pEVs) isolated from patients with MCI and found 

that p-tau181 and APP concentrations in pEVs were correlated to cognitive performances.12 
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Cumulative evidence suggests that the dysfunctional endosomallysosomal pathway is a 

prominent pathogenic mechanism in AD.13,14 Neuronal endosomal changes were associated 

with the expression of the APOE ε4 allele in humanized mouse models as well as in humans. In 

transgenic APOE ε4 mice brain, the analysis of the endosomallysosomal system revealed an age-

dependent increase in the number and size of early endosomes with an overexpression of genes 

involved in the normal processing of the endocytic pathway.15 Another study reported that APOE 

ε4 impairs the insulin receptor trafficking by trapping it in the endosomes, leading to pathogenic 

cerebral insulin resistance associated with AD risk.16 Moreover, it was described that APOE ε4 

expression decreases EVs production in APOE ε4 mice and in post-mortem tissue of 

neuropathologically healthy people.17 These data strongly suggest that APOE ε4may alter the 

endosomal trafficking and affect EVs composition and production from the endosomal pathway. 

In this context, targeting EVs-derived biomarkers in pre-clinical AD patients carrying APOE ε4 

would be an innovative strategy to disclose the increased incidence of AD among APOE ε4 

carriers and could eventually be used for early AD diagnosis. 

The aim of this study was to determine whether changes in plasma and in pEVs of proteins 

involved in a variety of functions including neuroprotection, synaptic transmission, 

neuroinflammation, and neurovascular homeostasis, can predict the evolution of CIND patients 

to AD in APOE ε4 carriers. 

2.2 Méthodes  

2.2.1 Study cohort 

The present work was realized using data from the Canadian Study of Health and Aging (CSHA), 

a three-phase, 10-year multicenter longitudinal study. In CSHA-1 (1991-1992), participants were 

selected according to the Modified Mini-Mental State (3MS) Examination followed by a self-

administered baseline risk factor questionnaire outlining the eligibility criteria (Table S1). A nurse, 

a physician, and a psychometrist clinically evaluated the participants. The physician and a 

neuropsychologist made independent preliminary diagnoses. A consensus diagnostic was 

thereafter reached between the two, according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorders, Third Edition, Revised (DSM)-III-R for dementia,18 the National Institute of 

Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related 

Disorders Association criteria (NINCDS-ADRDA) for AD,19 the World Health Organization 

International Classification of Diseases, 10th Revision criteria (ICD-10) for vascular dementia 
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(VaD),20 and operational criteria for Lewy body dementia.21 Similar recruitment and diagnostic 

processes were realized 5 and 10 years later in CSHA-2 (1996-97) and CSHA-3 (2001-02) 

respectively, according to new criteria such as the DSM, Fourth Edition, (DSM-IV) for the 

diagnosis of dementia and AD,22 and the National Institute of Neurological Disorders and Stroke-

Association Internationale pour la Recherche et l’Enseignement en Neurosciences (NINDS-

AIREN) criteria to define VaD.23 Participants who did not meet the criteria for dementia or for 

cognitively healthy older people were classified as CIND. 

Accordingly, our study includes a convenience subsample of 24 CIND participants from CSHA-2 

who were genotyped for the presence of the APOE ε4 allele and prospectively evaluated for AD 

at CSHA-3. A subgroup of CIND- APOE ε4+ participants who developed AD (CIND-AD APOE 

ε4+) was further compared to age-matched healthy controls who were selected with respect to 

inclusion and exclusion criteria (Table S1). 

All participants gave consent for use of their blood sample for subsequent analyses. This study 

was approved by the ethical committee at INRS (CER19-532). 

2.2.1 Blood sampling 

Blood samples were obtained from participants, only at CSHA-2, on the same day of the clinical 

assessment in EDTA collection tubes and immediately centrifuged. Plasma samples were stored 

at −20°C at the National Laboratory for Prion Diseases in Winnipeg and then transferred in dry 

ice Styrofoam boxes to Saint-Sacrement Hospital in Quebec City where they were placed at 

−80°C until analysis. 

2.2.2 Isolation and characterization of extracellular vesicles 

pEVs were extracted according to 12,24,25 and were characterized following the directive of the 

methodological guidelines to study EVs.26 

2.2.2.1 Nanoparticles tracking analysis 

The Nanosight NS300 system (Malvern Panalytical instruments, Inc., UK) allows the 

simultaneous exploitation of absolute pEVs concentration and size range. Various pEVs 

suspensions were diluted in ultra-pure filtered water (1:1000) and injected under the same 

operating conditions: syringe flow (100), camera level (14), detection threshold (5), capture 

duration (60s), number of capture (3), particles per frame (30 to 80) and temperature (23.5 °C). 

The videos were stored and analyzed by an appropriate software (NTA 3.2) that tracks and relates 

the rate of Brownian motion to particle size and concentration. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Brownian_motion
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2.2.2.2 Transmission Electron Microscopy 

EVs suspensions were fixed with 2% paraformaldehyde prior to transfer on a cast film 

of Formvar strengthened with a layer of evaporated carbon prepared on copper grids. Uranyl 

acetate (2%) was added as a negative staining reagent. Grids were washed and then analyzed 

using the Hitachi H-7100 TEM instruments.  

2.2.2.3 Western Blot analysis 

Blocked PVDF membranes containing equivalent amount of pEVs proteins (10 µg) were 

incubated 16 h at 4 °C with the following primary antibodies: mouse anti-tetraspanin CD63 and 

anti-calnexin (1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) and rabbit anti-TSG101 (1:2000) 

(MyBiosource., USA). Membranes were then washed by 0.1% TBS-Tween and incubated 1h at 

room temperature with the secondary antibodies HRP-conjugated anti-mouse (1:1000) and anti-

rabbit (1:2000) (Cell Signaling., Inc). Finally, membranes were stained with the enhanced 

chemiluminescence kit (Bio-Rad) and visualized using the ChemiDoc imaging system. 

2.2.2.4 Dual immune-labeling of pEVs 

Double-labeling of pEVs with the lipophilic PKH67 dye (PKH67GL-1KT, Millipore) and rabbit 

recombinant monoclonal TSG101 antibody conjugated to Alexa Fluor® 594 was conducted as 

per manufacturer's instructions. Concisely, 100 µg of pEVs were pooled with 0.25 ml of PKH67 

dissolved in dilution buffer and gently mixed at room temperature for 10 min. Staining was then 

blocked using exosomes-depleted FBS (1/4 V/V) (Life Technologies, USA) and the reaction 

mixture was placed into 100 KDa filter tube (Amicon® UFC810024, Millipore) followed by 

centrifugation at 3000 g for 15 min. The obtained pellet was washed with PBS (1X) and 

supernatant was collected. The labeled pEVs fraction was further stained with fluorescent anti-

rabbit TSG101 coupled with Alexa Fluor® 594 (1:500) (Cell Signaling., USA) for 1 h at 25°C. 

Fluorescence excess was removed by filtration and by washing with PBS. Image analysis was 

performed using the Zeiss LSM780 laser scanning confocal microscope. 

2.2.3 Luminex assay 

The pEVs protein content of BDNF, APP, NSE, NPTX-2, α-Syn, DJ-1, MMP-9, S100B, PrGN, 

LCN-2 and ANGPTL-4 was determined by the multiplex Luminex assay (LXSAHM-11, R&D 

Systems, Inc.,). Similarly, the accumulation of the protein fragments Aβ1-40, Aβ1-42 and different 

forms of the protein tau (t-Tau and p-Tau181) were evaluated by another Luminex assay 

(HNABTMAG-68K, Millipore-Sigma). Data were processed using an analytical software coupled 
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to the Luminex 100/200 machine (Xponent 4.2, USA) and results were normalized according to 

the total pEVs protein amount. Some values were below the limit detection which reduced the 

average number of participants per group but maintained adequate statistical analysis. Limit 

detection sensibility for the analytes is described (Supplementary Table 2).   

2.2.1 Statistical analysis  

The Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests were used to verify normal distribution. 

Statistical analysis was performed by Student’s unpaired t-test using the GraphPad Prism 

software version 6.0. Clinical and sociodemographic characteristics and correlation parameters 

analysis were carried out using the SPSS software (SPSS v18.0, Inc., IL, USA). The cognitive 

Mini-Mental State Exam (MMSE) scores derived from the 3MS examination were used to 

compare cognitive performance of the participants. All results were given as means ± S.E.M and 

the difference was considered significant at p < 0.05. 

2.3 Résultats 

The main clinical features of the study participants are summarized in the Table S3. As a critical 

risk factor for AD, age was matched between groups. There were no statistical differences in 

terms of sex distribution, education, and MMSE scores. To refine the heterogeneity of the disease, 

we have stratified patients according to the absence (APOE ε4-) and the presence (APOE ε4+) 

of the APOE ε4 allele. Following the screening for dementia over a 5-year period, a subgroup of 

APOE ε4+ CIND-AD participants was compared to cognitively healthy older people. The main 

outcome clearly demonstrates a significant difference in cognitive scores. Meanwhile, similar 

records were obtained for education, age, and sex ratio (Table S4). 

Different methods were employed to reflect the full spectrum of EVs properties (Figure 2.1 A-G). 

The morphology of pEVswas cup-shaped (Figure 2.1 A) and NTA analysis showed a distribution 

of particles sizes ranging from 30 to 260 nm (Figure 2.1 B). Immunoblotting was used to detect 

specific EVs-associated proteins (CD63 and TSG101), whereas calnexin was absent (Figure 2.1 

C). These results were further supported by confocal microscope imaging that clearly confirms 

the presence of the TSG101 marker as revealed by the merging with PKH67 fluorophore (green) 

and the specific TSG101 fluorescent antibody (red) (Figure 2.1 D-G). 
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Figure 2.1 Characterization and visualization of pEVs. (A) TEM images of pEVs;magnification 40.000 
(B) Analysis of the size distribution and concentration. (C)Western blotting for exosomal proteins TSG101 
and CD63. (D) Confocal imaging of EVs labeled with PKH67. (E) TSG101 antibodies using Alexa Fluor 594.  
(F) Co-localization of PKH67 and TSG101. (G) Anti-rabbit antibodies with pEVs 

 

An equal number of pEVs was reported between CIND- APOE ε4- and CIND- APOE ε4+ 

participants (Figure 2.2 A). Of interest, in pEVs subpopulations, the mean sizewas lower in APOE 

ε4+ carriers than noncarriers (Figure 2.2 B). The total protein concentration in pEVs and in plasma 

was similar (Figure 2.2 C-D) and will be use to normalize the analyzed proteins levels.  

 

Figure 2.2 Effects of APOE ε4 variant on pEVs and plasma characteristics. (A) Effect on pEVs number. 
(B) Effect on pEVs size distribution. (C) Effect on pEVs protein content. (D) Effect on plasma protein content. 
**P < .01, ***P < .001 
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The presence of APOE ε4 does not impact on the levels of Aβ1-42, ttau, and p-tau181, and the 

ratio Aβ1-42/p-tau181 in pEVs (Figure S2.1 A-D). In addition, pEVs Aβ1-40 and plasma levels 

were not detectable in most samples (data not shown). 

The profile of inflammatory and trophic factors measured in CIND patients showed that APOE ε4 

is associated with lower levels of neurotrophic markers such as DJ-1, PrGN, and α-Syn, with a 

higher discriminating capacity in pEVs compared to plasma except for α-Syn (Figure 2.3 A-F). 

However, there was no difference between CIND-APOE ε4- and APOE ε4+ in pEVs and plasma 

levels of NSE, APP, MMP-9, and BDNF (Figure S2.2 A-D). Of note, the concentrations of DJ-1, 

PrGN, and NSE were lower, whereas α-Syn and APP were higher in pEVs as compared to their 

plasma levels. 

 

Figure 2.3 Levels of neurotrophic factors in pEVs and in plasma. Levels of DJ-1, progranulin, and α-
synuclein measured in pEVs (A, C, E) and in plasma (B, D, F). Graph points indicate individual values for each 

participant. (−), ε4 non-carriers; (+), ε4 carriers; apoE, apolipoprotein E; CIND, cognitively impaired, no 

dementia; EVs, extracellular vesicles. Statistical analysis was performed using the Student’s t-test for DJ-1 
(EVs and plasma) and plasma α-synuclein. For progranulin (EVs and plasma) and EV α-synuclein, the Mann-

Whitney test was used. Values are mean ± SEM with *P < 0.05 versus CIND-ApoE4(−) 

 

For the first time, neuroinflammatory markers (LCN-2, S100B, NPTX-2, and ANGPTL-4) were 

evidenced in pEVs, with the same range levels in pEVs and in plasma except for S100B, which 

was 100-fold higher in pEVs (Figure 2.4 A-D). In CIND-APOE ε4+, LCN-2 levels were lower in 

plasma and in pEVs, whereas S100B, NPTX-2, and ANGPTL-4 were selectively lower in pEVs 

as compared to plasma (Figure 2.4 A-D).  
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Figure 2.4 Levels of inflammatory factors in pEVs and in plasma. Levels of lipocalin, S100B, pentraxin-
2, and ANGPTL-4 measured in pEVs (A, C, E, G) and in plasma (B, D, F, H). Graph points indicate individual 

values for every participant. (−), ε4 non-carriers; (+), ε4 carriers; apoE, apolipoprotein E; CIND, cognitively 

impaired, no dementia; EVs, extracellular vesicles. Statistical analysis was performed using the Student’s t-
test for S100B and pentraxin-2 (EVs and plasma) and plasma lipocalin and the Mann-Whitney test for ANGPTL-

4 (EVs and plasma) and EVs lipocalin. Values are mean ± SEM with *P < 0.05 versus CIND-ApoE4(−) 

 

To further characterize the influence of the APOE ε4 variant on the changes of vesicular and 

plasma protein concentration, we have determined the linear regression causal relationship 

between the ε4 allele (as dependent variable), and the studied proteins (as independent 

variables). Accordingly, the presence of the APOE ε4 allele was negatively associated with the 

pEVs levels of NPTX-2, ANGPTL-4, DJ- 1, S100B, and PrGN as well as the plasma level of α-

Syn and LCN-2 (Table 2.1). 

Table 2.1 Univariate correlation of plasma and EVs studied factors with ApoE genotype among the study 

population 

  
NPTX-2 

EVs 
ANGPTL-4 

EVs 
DJ-1 
EVs 

S100B 
EVs 

PrGN 
EVs 

α-syn 
Plasma 

LCN-2 
Plasma 

ApoE r -0.431 -0.415 -0.444 -0.518 -0.414 -0.475 -0.487 

 
p 0.035* 0.044* 0.030* 0.011* 0.049* 0.019* 0.016* 

 
N 24 24 24 23 23 24 24 

Abbreviations: EVs, extracellular vesicles; NPTX-2, pentraxin-2; ANGPTL-4, angiopoietin-like 4; PrGN, 

progranulin; α-syn, α-synuclein; LCN-2, lipocalin-2; r, pearson correlation coefficient; p, significance (2-tailed); 

N, number of participants; *, p < 0.05. 

http://exocarta.org/gene_summary?gene_id=51129
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Our prospective follow-up assessment revealed that among the eight CIND-APOE ε4+ 

individuals, five developed AD, two developed VaD, and one remainedCIND5 years later. 

Concerning the CIND-APOE ε4- group, six developed mixed type of dementia, five remained 

CIND, four developed VaD, and one developed AD 5 years later. The same protein profile was 

compared between the subgroup of five CIND -AD APOE ε4+ patients and cognitively healthy 

older people. α-Syn level in pEVs was lower in the CIND -AD APOE ε4+ group (Figure 5A), 

whereas no differences were observed for other proteins (Fig. S3). Of interest, a strong correlation 

was observed between NPTX-2 and α-Syn levels (Figure 2.5 B) with the NPTX-2/α-Syn ratio 

being higher in the CIND-AD APOE ε4+ group and negatively correlated with the MMSE scores 

(Figure 2.5 C-D). 

 

 

Figure 2.5 Levels and statistical correlation of pentraxin-2 and α-synuclein in pEVs with cognitive 
performance. (A) EVs levels of α-Syn between controls and CIND-AD patients. (B) Correlation between NPTX-
2 and α-Syn levels in EVs. (C) EVs NPTX-2/α-Syn ratio between controls and CIND-AD patients. (D) Correlation 
between EVs NPTX-2/ α-Syn ratio and MMSE score. Graph points indicate individual values for every 
participant. CIND-AD, cognitively impaired, no dementia-Alzheimer’s disease; CTR, controls; EVs, extracellular 
vesicles; NPTX-2, pentraxin-2; p, significance (Student t test); r, Pearson correlation coefficient; α-Syn, α-
synuclein. The correlation coefficient (r) and P values were determined using Pearson correlation. Statistical 
analysis was performed using the student’s t-test. Values are mean ± SEM. 

2.4 Discussion 

The inheritance of the APOE ε4 is the most important genetic risk factor associated with late-

onset AD and the major genetic predictor of sporadic AD progression, especially in patients with 

amnestic MCI.27 To gain a thorough understanding of the role of APOE ε4 in AD susceptibility, 

we sought to determine its effects on the pEVs’ cargo proteins and in plasma from CIND 

participants.  



 58 

We found that the presence of APOE ε4 did not affect the total density of pEVs. However, CIND- 

APOE ε4 participants released fewer pEVs in the range of 30 to 200 nm, which typically 

corresponds to EVs formed by an endosomal route.28 The endocytic pathway plays an important 

role in Aß production, apoE function, and exosomes biogenesis. In brain, Cataldo et al. 

demonstrated that alteration of the endocytic pathway occurs very early intraneuronally, 

preceding Aβ deposition and AD neuropathological hallmarks.29 In line with these intraneuronal 

changes, alteration of the endocytic pathway leads to decreased release of EVs in AD brain from 

APOE ε4 carriers.17 Our results demonstrated that in periphery, pEVs release was lower up to 5 

years before the clinical onset ofAD, before changes in neuropathogenic proteins (Aβ and tau) in 

pEVs. Altogether these results demonstrated that in APOE ε4 carriers, EVs production was 

compromised very early in brain and in the periphery.  

The impact of APOEε4 on both pEVs number and protein cargo could be explained by pEVs 

enrichment in lipids.30 EVs biogenesis depends largely on the interaction between the endosomal 

sorting complex required for the transport (ESCRT) and the membrane-associated lipids (mainly 

cholesterol, sphingolipids, and ceramides).8 Considering that the primary function of apoE is to 

transport cholesterol laden lipids that are essential to cell membrane structure and that APOE ε4 

functions less efficiently than the APOE ε3 and APOE ε2 variants in this process,31 suggest that 

APOE ε4 affect EVs formation and budding. Therefore, the pathophysiological crosstalk between 

APOE ε4 and the endosomal system could result in abnormal changes such as small particle size 

formation and selective protein processing in pre-AD APOE ε4 carriers.  

In CIND- APOE ε4+ participants, we found significant differences in trophic and inflammatory 

proteins in pEVs, which indicates early alteration of the pEVs cargo proteins and suggests an 

early reduction of cells to disseminate components by the endosomal-lysosomal mechanism. 

Recently, we demonstrated that these proteins are released from neuronal-derived EVs under 

stress conditions.24 Because EVs were suggested to shuttle from the brain to the bloodstream 

by crossing the multiple layers of the blood-brain barrier,32 the pattern of these proteins in pEVs 

could be an indicator of the modifications of the inflammatory and neurotrophic status in the brain 

from CIND participants. In this context, a growing number of studies are focusing on isolating and 

analyzing the protein signature of plasma EVs enriched from brain origin. Of interest, some 

synaptic and neurotrophic proteins, as in our pEVs, were found to be altered in neuronal-derived 

EVs.32,33 However, the brain specificity of these EVs was based on the immunoreactivity of EVs 

surface marker proteins (specifically L1CAM), which are highly expressed in the CNS but also 

present in other peripheral cell types. Additional research efforts are needed to optimize methods 
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that enable high-yield capture of enriched brain EVs. Moreover, cumulative evidence now relates 

metabolic disorders to sporadic AD onset and can promote disease progression.34 Hence, pEVs 

content might be relevant to disclose the role of systemic disorders in cerebral pathologies. 

Our results revealed that some selected proteins (α-Syn, NPTX-2, S100B) were enriched in pEVs 

as compared to plasma and that pEVs displayed higher sensibility to detect protein variations, 

which suggest their use instead of plasma to reflect systemic changes. This is probably due to 

the presence of lipid bilayer membrane that surrounds and protects pEVs contents from the 

degradation by enzymes (ie, proteases), red blood cells, or liver and thus preserves them as a 

source of pathological and physiological information. 

It was reported that NPTX-1 was increased in plasma from MCI, which progressed to early AD as 

well as in brain and plasma from E4FAD mice (APOE ε4/ε4 / FAD+/−) following an infusion of Aß 

oligomers.35 In pEVs, we did not observe any difference in NPTX-2 level between healthy 

participants and CIND-AD, which confirms that NPTX-2 is increased only in the presence of an 

overexpression of Aβ,36 which was not observed in CIND-AD participants. 

Misfolded proteins such as α-Syn may spread through exosomes in the brain.37 However, these 

pathological features are not limited to the brain; they can also be found in CSF. CSF α-Syn levels 

were also associated with AD risk in preclinical and MCI individuals 38,39 and were increased in 

APOE ε4 MCI patients who progressed to AD.40 pEVs α-Syn could also be released by red blood 

cells, which highly expressed α-Syn 41 and was found to be lower in APOE ε4Adpatients.42 For 

the first time, we have evidence of the presence of α-Syn in pEVs. In contrast to its CSF level, it 

is reduced in pEVs from CIND-APOE ε4+ and from CIND-ADAPOE ε4+, indicating that its 

reduction in pEVs is observed up to 5 years before the clinical onset ofAD. The observed decrease 

of the soluble form (monomers) could be related to an intracellular accumulation of α-Syn in form 

of aggregates (polymeric forms). This finding is relevant, since experimental evidence has further 

linked α-Syn accumulation to intracellular aggregation and hyperphosphorylation of tau 43 and 

also to the over production of Aβ via specific molecular interactions with presenilin 1.44 Moreover, 

it has been suggested that apoE may be involved in the distribution of α-Syn between the 

extracellular and intracellular matrix and that the APOE ε4 variant specifically reduces α-Syn 

uptake.45 These results underlie some biological processes that could explain the conversion of 

CIND patients to AD among APOE ε4 carriers. 

Α-Syn is a presynaptic protein that controls exocytosis at various neurotransmitter systems in the 

brain by managing synaptic vesicles fusion, release, and recycling.46 NPTX-2 binds and induces 

clustering of postsynaptic ionotropic AMPA-type glutamatergic receptors to regulate synaptic 
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plasticity and to maintain long-term potentiation.47,48 Thus both synaptic proteins work 

simultaneously to ensure enhanced neuronal flux transmission. Our results suggest also that the 

NPTX-2/α-Syn ratio measured in pEVs allows an accurate classification of CIND participants that 

convert to AD. This ratio was related to the presence of the APOE ε4 allele and correlated with 

the MMSE scores. Taking into consideration that early memory decline in Adis attributed to 

synaptic loss,49,50 this ratio may therefore be indicative of altered synaptic function and may 

reflect the extent of cognitive impairment between preclinical and clinical AD stages. Because it 

is broadly recommended in biomarker analysis to consider a combination of markers to obtain 

more informative data, the present ratio could provide a better sensibility assessment for early 

AD diagnosis. 

2.5 Conclusion 

This study provides comprehensive insight and enhances our knowledge of the emerging role of 

APOE ε4 in abnormal pEVs cargo proteins processing and the identification of blood-based 

biomarkers. The measurement of ratio between NPTX-2 and α-Syn in pEVs might be an 

innovative strategy for monitoring the conversion of CIND patients to AD. However, it is important 

to note that the assessment of these markers only at the CIND stage might be insufficient to 

establish a solid pathological linkage. This implies the need to explore this ratio also in CIND 

patients after their conversion to AD in order to validate a cause-and-effect relationship. Another 

potential limitation of this study is the time span between plasma provision and marker 

assessment. In fact, plasma storage conditions can affect the level of some proteins, which tend 

to change when samples are frozen or exposed to different storage temperatures. However, the 

fluctuation of protein levels between different groups due to storage is limited because all of our 

plasma samples were kept in the same conditions. In addition, the sample size is adequate for 

statistical analysis but not large enough for epidemiological considerations. Therefore, these 

results require additional studies with larger samples of participants selected from the general 

population to establish this novel synapse-derived ratio as a reliable biomarker to anticipate AD 

and an extensive analysis of pEV protein content with regard to the role of the APOE ε4 variant. 
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Lien entre l’article précédent et le suivant : 

Dans les études visant à identifier des biomarqueurs, il est largement recommandé d’envisager 

une combinaison de marqueurs pour obtenir des données plus informatives. Ainsi, on a décidé 

d’élargir le spectre de recherche sur les biomarqueurs potentiels de la MA afin d’établir un profil 

qui reflètera mieux la progression de la maladie. 

Dans cette perspective, nous nous sommes intéressés aux marqueurs reliés au stress oxydatif, 

un phénomène qui se produit très tôt dans la MA. D’autre part, le SO est un dénominateur 

commun aux différentes hypothèses établies autour de la MA ce qui fait de lui un candidat solide 

pour l’exploration de nouveaux biomarqueurs (Figure 2.6). L’effet de la présence du variant 

APOE ε4 sur la régulation des marqueurs oxydatifs sera aussi traité et nous donnera une idée 

sur l’étendue des effets de ce variant sur les mécanismes susceptibles d’augmenter le risque de 

la MA (autres que ceux décrits dans le 1er article). 

 

Figure 2.6 Association entre le stress oxydatif et les différentes composantes impliquées dans le risque 

de la maladie d’Alzheimer. MA, maladie d’Alzheimer; ERO, espèces réactives d’oxygène. Illustration 

personnelle. 
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4.1 Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is an age-related brain disorder and the leading cause of dementia 

worldwide. People with AD display an altered cognitive performance associated with gradual 

memory loss.1 Despite remarkable breakthroughs in the understanding of the disease and 

globalized research efforts, no early evidence-based diagnosis or effective treatment therapies 

are yet available.2 

Apolipoprotein E (APOE) ε4 allele is the most important predictor factor, besides age, of 

subsequent progression to AD.3 Remarkable ethnicity-specific effects of APOE ε4 on AD risk 

were reported and it is suggested that APOE ε4-related cognitive impairment is racial dependent. 

4,5 The apoE protein, mainly produced by liver parenchymal cells, is fundamental to maintain 

lipoproteins’ structural integrity and to promote their solubilization in blood circulation.6 However, 

other tissues and organs synthesize significant amounts of apoE, most prominently the brain 

where apoE is essential to modulate cerebral homeostasis by managing lipid transport and the 

efflux of key moieties through the blood-brain barrier (BBB).7 Among the nine apolipoproteins 

synthetized in the central nervous system (CNS), apoE, apoJ, and apoD are the most abundant 

and there is evidence that some of the key neuroprotective processes including the clearance of 

neurotoxic amyloid beta peptide and the management of oxidative stress are regulated in a 

cooperative manner among these apolipoproteins.8,9 Although the relationships among apoE, J, 

and D proteins and brain function is well documented, the precise pathological implication of 

APOE ε4 in apolipoprotein regulation and AD risk remains elusive. 

The complex pathophysiology of AD prevents the establishment of well-defined and clear causes 

of the disease. Nonetheless, there is a broad recognition of the role of oxidative stress in AD 

etiopathogenesis because it is associated with cellular and molecular abnormalities observed in 

AD such as senile plaque formation,10 hyperphosphorylation of tau protein,11 decreased 

synaptic plasticity,12 neuroinflammation,13 and loss of mitochondrial function.14 

Mounting evidence from studies in cell lines, transgenic animals, and humans now relate APOE 

ε4 to higher oxidative insults in AD. The degree of oxidative brain damage was strongly associated 

with the ε4 allele rather than the ε3 and ε2 isoforms in AD patients.6 Our previous work showed 

increased lipid peroxidation associated with lower glutathione levels and reduced activities of 

glutathione peroxidase and catalase in the hippocampus and frontal cortex of APOE ε4 AD 

patients compared to APOE ε3 patients, further suggesting a higher impact of the APOE ε4 variant 

on redox-mediated brain damage.15,16 Moreover, data from APOE knock-out and human APOE 
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targeted replacement mice studies suggest that APOE ε4–mediated neurotoxicity is an early 

event in AD pathology.17,18 

Interestingly, several studies showed that many blood-based oxidative stress biomarkers are 

consistent with oxidative brain changes and AD risk.19,20 Given that oxidative stress is one of 

the earliest pathological manifestations in AD and that brain oxidative damage could be extended 

to the blood compartment, the analysis of circulating oxidative stress markers among pre-AD 

APOE ε4 carriers could be a useful strategy in early AD diagnosis and monitoring. 

Extracellular vesicles (EVs) form a heterogeneous group of nanoparticles that differ in size, 

biogenesis process, cellular origin, and biophysical properties.21 Exosomes (50 to 150 nm) and 

microvesicles (50 to 500 nm) are released from healthy or experimentally induced cells, whereas 

apoptotic bodies (up to 1 μM) are generated after cell death.21 EVs produced from normal cell 

processing are loaded with a variety of molecular constituents that are believed to maintain vital 

processes such as cell-to-cell communication.22 Also, it is suggested that EVs could cross the 

BBB from the bloodstream to the CNS and vice versa,23,24 which implies that circulating EVs 

(cEVs) may cause and/or reflect a possible alteration in the CNS. In this regard, cumulative clinical 

evidence supports the reliability of blood EV-based biomarkers in AD diagnosis.22,25,26 Our 

previous works have shown that cEVs’ protein cargo provided a fair classification between mild 

cognitive impairment (MCI) and AD patients,27 predicted the conversion of cognitively impaired-

not demented (CIND) patients to AD,28 and was able to differentiate early and moderate AD 

stages.29 Moreover, we have demonstrated that some neurotrophic and inflammatory factors 

measured in cell neuronal-derived EVs (nEVs) are regulated differently under stress treatment.30 

To provide a comprehensive insight into the potential interaction between APOE ε4 variant and 

oxidative stress state in early AD development, our study aims to (1) determine a profile of redox 

factors measured in plasma and in cEVs that can predict the progression of participants in 

preclinical stages of dementia to AD, and (2) evaluate the impact of the presence of APOE ε4 on 

stress regulation and AD risk. 

 

4.2 Methods 

4.2.1 Participants and data source  

Data were taken from the Canadian Study of Health and Aging (CSHA), a multiphase, 

longitudinal, population-based cohort study of the epidemiology of dementia in Canada. Women 

and men aged 65 years and over were randomly selected from urban and surrounding rural areas 
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in all Canadian provinces. Information on risk factors was collected using a self-administered 

questionnaire (see Table S1 in supporting information). 

Participants were clinically evaluated in CSHA-1 (1991–1992) by a nurse, a physician, and a 

neuropsychologist, and a consensus diagnosis was reached between the physician and the 

neuropsychologist according to the published criteria of Diagnostic and Statistical Manual of 

Mental Disorders, 3rd Edition, Revised (DSM-III-R) for dementia, the National Institute of 

Neurological and Communicative Disorders and Stroke–Alzheimer’s Disease and Related 

Disorders Association (NINCDS-ADRDA) for AD, and the International Classification of Disease, 

10th Edition (ICD-10) for vascular dementia (VaD).28 Updated diagnostic criteria were used in 

CSHA-2 (1996–1997) and CSHA-3 (2001–2002) for dementia and AD (DSM-IV) and VaD 

(National Institute of Neurological Disorders and Stroke–Association Internationale pour la 

Recherche et l’Enseignement en Neurosciences).28 Participants with cognitive impairment, but 

who failed to meet the standardized criteria for dementia, were classified as CIND. In CSHA, 

CIND was a clinical entity referring to a potentially reversible condition between normal cognition 

and dementia, which accordingly, differs from the MCI state and tends to describe the pre-

dementia stages and the preclinical aspects of the disease.28,31  

In the present nested case-control study, we selected from the CSHA-2 blood bank 15 participants 

clinically diagnosed with CIND who converted 5 years later in CSHA-3 to AD-dementia (CIND-

AD). These CIND-AD cases were age-matched with 21 controls clinically evaluated with no 

cognitive impairment at CSHA-2 and who remained as such in CSHA-3, with respect to inclusion 

and exclusion criteria (see Table S1). All participants were genotyped for the presence of APOE 

ε4 allele based on the method of Zivelin et al. (see Table S2 in supporting information).32 Plasma 

samples collected at CSHA-2 were used for cEVs isolation and all parameters analysis.  

An informed written consent was filled out by participants prior to enrollment to the study. All 

procedures were approved by the INRS-IAFSB ethics committee (CER19-532). 

 

4.2.2 Isolation and characterization of extracellular vesicles 

The isolation of cEVs was assessed as described in our previous works,27,29,30 and 

characterized according to the last methodological guidelines to study EVs.33 
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4.2.2.1 Nanoparticles tracking analysis 

The NanoSight NS300 system (Malvern Panalytical Inc.) was used to determine the concentration 

and size distribution of cEV preparations. Isolated non-lysed cEVswere diluted (1/1000) in 

filtredmilli-Q® water before injection. All measurements were conducted under uniform and 

synchronized conditions. The video images were analyzed using the NanoSight NTA 3.2 

analytical software. 

4.2.2.2 Transmission electron microscope 

The morphology of isolated cEVs was analyzed using the Hitachi H-7100 transmission electron 

microscope. To ensure minimal spectral changes, samples were fixed with 2% paraformaldehyde 

for 5 minutes and then placed on a copper grid with carbon-coated formvar film. The grid was 

incubated with 2% uranyl acetate (w/v) and excess solution was removed by blotting. Finally, 

cEVs were observed using a 40000X magnification at 75 kV. 

4.2.2.3 Western blot analysis of EVs markers 

To analyze vesicular cargo, isolated cEVs were lysed with RIPA buffer (5mMEDTA, 50mMTris 

buffer, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 150mM sodium chloride, 1% sodium deoxycholate, and 1% 

Igepal) mixed with phosphatase and protease inhibitors (1:100% v/v). cEV lysate proteins were 

then transferred into polyvinylidine difluoride (PVDF) membranes and incubated with the following 

label primary antibodies: mouse anti-calnexin (1/500; Sc-23954, Santa Cruz Biotechnology, 

SCBT), mouse anti-tetraspanin CD63 (1/500; Sc-5275, SCBT), mouse anti-Iba1 (1/500; sc-

32725, SCBT), mouse anti-GFAP (1/1000; HPA056030, Sigma), and rabbit anti-TSG101 (1/2000; 

MBS7605273, MyBiosource). Membranes were then washed and incubated with respective 

immunoglobulin G (IgG) horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary antibodies: anti-mouse 

(1/1000; 7076S, Cell Signaling Technology, SCT) and anti-rabbit (1/2000; 7074S, SCT). The 

enhanced chemiluminescence (ECL) substrate kit (Bio-Rad) was used for immunoblot detection 

and signal analysis was carried out using the ChemiDoc imaging system. 

4.2.3 Plasma total antioxdant capacity 

Plasma total antioxidant capacity (TAC) was measured by the free radical analyzer Apollo 4000 

(World Precision Instruments). The hydrogen peroxide (H2O2) sensor was used to estimate the 

real-time and direct quantitative measurement of degraded H2O2 by plasma samples. A calibration 
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curve was generated according to a linear response of the H2O2 electrode upon the addition of 

different amounts of H2O2 (H1009, Millipore). Sample analysis was preceded by adding 255 μg of 

plasma proteins to 2 mL of PBS (1X, pH7.4) followed by the injection of 2 μmol of H2O2 once the 

sensor was stabilized. The picoampere variations in the reaction mixture were measured to 

assess the plasma’s ability to reduce H2O2. 

 

4.2.4 Proteasome activity assay 

Plasma 20S proteasome lytic activity was evaluated using the fluorogenic Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-

7-amino-4-methylcoumarin (Suc-LLVYAMC) substrate that targets the chymotrypsin-like activity 

of the proteasome.19 Briefly, 10 μl of each plasma sample was incubated at room temperature 

for 15 minutes with 10% sodium dodecyl sulfate (SDS). Nonactivated and activated plasma 

samples (10 μl) were placed with 30 μl of assay buffer and 10 μl of the fluorogenic peptide at a 

final concentration of 100 μM with and without the irreversible inhibitor Marizomib (250 nM). 

Finally, samples were incubated at 37◦C for 30 minutes and the released fluorescent AMC was 

measured at 350/440 nm using a Hitachi F-2000 spectrofluorometer. Results were expressed in 

AMC/min/μl of plasma. 

 

4.2.5 Immunoblotting analysis of protein carbonyls and apolipoproteins 

Plasma and cEV levels of protein carbonyls, apoE, apoJ, and apoD were measured by 

immunoblotting. Briefly, 20 μg of plasma and cEV proteins were loaded on 10% polyacrylamide 

gels and separated by electrophoresis. Gels were electroblotted onto PVDF membranes that were 

incubated at 4◦C overnight with the following primary antibodies: clusterin polyclonal rabbit 

antibody (1/2500; MyBiosource), monoclonal 2B9 mouse anti-apoD (1/5000),34 and anti-rabbit 

apoE (1/500; sc-390925, SCBT). Concerning protein carbonyls, blotted PVDF membranes were 

incubate dwith 1mMof di-nitrophenol hydrazine (DNPH) derivative for 1 hour and then blocked 

with 5% skim milk overnight at 4◦C before the addition of the primary anti-mouse DNP antibody 

(1/2000; D9656, Sigma). After removing excess primary antibodies, membranes were incubated 

with HRP-conjugated secondary IgG: antirabbit (1:2000; 7074S, SCT) or anti-mouse (1/1000; 

7076S, SCT). The immunoreactive signals were visualized by adding the ECL reagent (Bio-Rad) 

and their intensities were quantified by densitometric scanning of blots using the FluorChem 

luminescent system. Total proteins were stained with Coomassie blue as controls to normalize 

the loading. 
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4.2.1 Statistical analysis 

The Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests were used to assess normal distribution. 

Statistical analysis of the clinical, biochemical, and specific study parameters was performed 

using the Student’s t test and the one-way analysis of variance (ANOVA) on the SPSS v18.0 

software. The nonparametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests followed by Dunn test were 

applied for data that are not normally distributed. A statistical correlation was performed by a 

linear regression analysis using the Pearson correlation coefficient. Areas under the receiver 

operating characteristic (ROC) curves (AUC) were calculated using GraphPad Prism v7.0 

software. The Mini-Mental State Examination (MMSE) scores derived from the Modified Mini-

Mental State (3MS) examination were used to evaluate the global cognitive function between the 

study participants. Data from chemiluminescence analysis are expressed as arbitrary units. An 

arbitrary unit represents the ratio between the marker band intensity and the corresponding total 

protein intensity stained with the Coomassie blue. Results are considered significant at P < 0.05. 

 

4.3 Results 

4.3.1 Baseline and specific cohort characteristics 

Demographic, clinical, and biochemical data of the study population are displayed in Table 4.1. 

The sex ratio and age were well balanced between the two groups. The levels of lipid and 

inflammatory parameters, as well as minerals and vitamins, were similar between cases and 

controls. Meanwhile, MMSE scores and body mass index (BMI) were significantly lower among 

CIND-AD cases compared to controls. 

4.3.2 Characterization of isolated cEVs  

The collected transmission electron microscopy (TEM) images revealed the presence of cup-

shaped structures with high contrast, which reflects the presence of a lipid-rich layer compatible 

with cEV morphological features (Figure 4.1 A). NTA analysis showed similar curves distribution 

of cEV concentration between control and CIND-AD cases (Figure 4.1 B). The cEVs associated 

markers (TSG-101 and CD63), as well as astrocytic glial proteins (Iba1 and GFAP), were detected 

by immunoblotting (Figure 4.1 C and D). Calnexin was only found in SK-NSH neuroblastoma 

lysate, which validates isolated cEV purity. The total protein amount in cEVs (3.24 ± 0.11 μg/μl) 

is 22-fold lower than in plasma (72.16 ±0.73 μg/μl) and it is not different between the two studied 

groups. This finding suggests the use of total protein load to normalize the data. 
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Table 4.1 Clinical and biochemical characteristics of the study participants 

 Controls 

(n = 21) 

CIND-AD 

(n = 15) 

Clinical profile   

Age (y) 79.0 ± 5.2 81.4 ± 4.5 

Sex ratio (M/F) 10/11 6/9 

BMI (Kg/m2) 26.5 ± 4.3 22.7 ± 4.4* 

Education (y) 10.9 ± 3.7 8.8 ± 2.5 

Score MMSE 27.7 ± 1.5 23.0 ± 1.9* 

Genotype (APOE ε4-/ APOE ε4+)  21/0 5/10 

Lipid profile    

Total cholesterol (mmol/L) 4.4 ± 0.9 4.2 ± 0.8 

Triglycerides (mmol/L) 1.5 ± 0.6 1.3 ± 0.5 

oxLDL (U/L) 41.7 ± 11.4 38.8 ± 10.9 

Inflammation profile   

TNF-α (pg/mL) 2.0 ± 0.9 2.3 ± 1.3 

IL-6 (pg/mL) 1.8 ± 0.8 1.7 ± 1.2 

CRP (mg/L) 3.2 ± 4.3 3.1 ± 3.4 

Minerals & Vitamin   

Cu (µmol/L) 13.0 ± 1.9 12.9 ± 1.5 

Zn (µmol/L) 319 ±114.9 333.3 ± 91.8 

Pb (µmol/L) 0.14 ± 0.6 0.22 ± 0.22 

Vitamin D (nmol/L) 39.6 ± 22.7 35.9 ± 17.8 

Values are given as mean ± standard error mean. Abbreviations: CIND, cognitively impaired, no dementia; AD, 
Alzheimer’s Disease; M, male; F, female; BMI, Body Mass Index; y, years; MMSE, Mini-Mental State 
Examination; APOE, apolipoprotein E; (-), ε4 non-carriers; (+), ε4 carriers; oxLDL, oxidized low-density 
lipoprotein; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha; IL-6, interleukin 6; CRP, c-reactive protein; Cu, copper, Zn, 
zinc; Pb, lead. Student’s t-test was used for statistical analysis with *, p < 0.05 compared to controls. 

4.3.3 Plasma and cEV levels of oxidative markers 

A significant decrease in TAC was observed for the CIND-AD group (Figure 4.2 A). Plasma and 

cEV levels of apoD were higher in CIND-AD participants compared to controls (Figure 4.2 C and 

D). Interestingly, protein carbonyls content and apoJ/D ratio were statistically different in cEVs 

(Figure 4.2 B and E) but not in plasma from CIND-AD (see Figure S4.1 F-G in supporting 

information). Meanwhile, circulating-proteasome activity, apoJ, and apoE levels measured in both 

compartments were similar between the studied groups (see Figure S4.1 A-E). Because BMI and 

sex could interfere with the regulation of the studied factors as confounders, the possible 

correlation was tested and found to be inconclusive (see Table S4.3 in supporting information). 

Our data indicate that TAC, cEV protein carbonyls, and cEV apoJ/D levels were correlated with 

the MMSE scores (Figure 4.3 A, B, and E). Meanwhile, plasma and cEVs apoD were not 

associated with cognitive performance (Figure 4.3 C and D). 
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Figure 4.1 Visualization and characterization of cEVs isolated from plasma. (A) cEVs images as acquired 

by TEM, bar represents 100 nm, (B) Size distribution and concentration of cEVs examined by NTA using the 

Nanosight-NS300, (C) Amount of total protein load in plasma and cEVs, (D) Immunoblot detection of EVs 

protein markers and non-associated proteins, (E) Total cEVs protein profile revealed by coomassie blue 

staining. 

 

 

Figure 4.2 Plasma and cEVs levels of oxidative factors. (A) plasma TAC, (B) cEVs protein carbonyls, (C) 
cEVs apolipoprotein D, (D) plasma apolipoprotein D, (E) cEVs apolipoprotein J/D ratio (N = 36, including 21 
controls and 15 CIND-AD). Arbitrary unit means that each point represents the ratio of each marker band 
intensity and the corresponding total proteins intensity stained with the Coomassie Blue. Statistical analysis 
was performed using the nonparametric Mann-Whitney test for (A), (C), (D) and (E) parameters and parametric 
Student’s t-test for (B) with a, p < 0.05 and aa, p < 0.01 versus controls. 
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Figure 4.3 Linear regression analysis between the cognitive performances and the studied markers. (A) 
plasma TAC, (B) cEVs protein carbonyls, (C) cEVs apolipoprotein D, (D) plasma apolipoprotein D, (E) cEVs 
apolipoprotein J/D ratio (N = 36, including 21 controls and 15 CIND-AD). Abbreviations: MMSE, Mini-Mental 
State Examination; r, correlation coefficient; p, significance. Statistical analysis was performed using the 
correlation coefficient (Pearson r) and p values were determined using Pearson correlation. 

4.3.4 APOE ε4-driven effects on oxidative factors regulation 

To study to which extent redox dysregulation is related to APOE ε4, CIND-AD participants were 

dichotomized according to the presence of the ε4 allele (APOE ε4+; n = 10) or not (APOE ε4−; n 

= 5). As shown in our previous work,28 in cEV subpopulations, the mean size was lower in APOE 

ε4+ carriers than noncarriers (data not shown). Our findings demonstrate that the observed 

changes in TAC levels, cEV apoD, and cEV apoJ/D ratio is APOE ε4-dependant (Figure 4.4 A, 

C, and E). However, the presence of APOE ε4 variant did not affect cEVs protein carbonyls and 

plasma apoD levels (Figure 4.4 B and D). To further confirm the influence of APOE ε4 variant we 

performed a linear regression analysis (Table 4.2).  

Table 4.2 Univariate correlation of oxidative stress factors and APOE ε4 isoform in the study population 

 
  

Plasma 
TAC  

cEVs  
PCs 

cEVs 
apoD  

Plasma  
apoD  

cEVs 
apoJ/D  

APOE ε4 r -.420 .312 .542 .166 -.347 
 

p .011* .068 .001** .333 .038* 
 

N 36 36 36 36 36 

Abbreviations: APOE, apolipoprotein E; ε4, APOE isoform; TAC, total antioxidant capacity; cEVs, circulating 
extracellular vesicles; PCs, protein carbonyls; apoD, apolipoprotein D; apoJ/D, apolipoprotein J/ 
apolipoprotein D; r, pearson correlation coefficient; p, significance (2-tailed); N, number of participants; *, p < 
0.05, ** p < 0.01. 
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The univariate analysis supports a causal relationship between the studied parameters (as 

independent variables) and APOE ε4 variant (as dependent variable). Our results show a strong 

positive correlation between the ε4 allele and cEV apoD concentration whereas TAC and cEV 

apoJ/D ratio levels were negatively associated with APOE ε4 presence. 

 

Figure 4.4 Plasma and cEVs levels of oxidative factors according to APOE isoform. (A) plasma TAC, (B) 
cEVs protein carbonyls, (C) cEVs apolipoprotein D, (D) plasma apolipoprotein D, (E) cEVs apolipoprotein J/D 
ratio (N = 36, including 21 controls, 10 CIND-AD APOE ε4+ and 5 CIND-AD APOE ε4-). Abbreviations: CIND, 
cognitively impaired, no dementia; AD, Alzheimer’s Disease; APOE, apolipoprotein E; (+), ε4 carriers; (-), ε4 
non-carriers. Arbitrary unit means that each point represents the ratio of each marker band intensity and the 
corresponding total proteins intensity stained with the Coomassie Blue. Statistical analysis was performed 
using the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test for (A), (C), (D) and (E) parameters and 
the one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnett’s post hoc test for (B). a, p < 0.05 and aa, 
p < 0.01 versus controls. 

 

The areas under the ROC curves were measured to evaluate the discrimination capacity of the 

APOE ε4 variant (Figure 4.5 and Table S4.4 in supporting information). When APOE ε4+ 

participants were compared to controls, ROC analysis revealed excellent AUC values for TAC 

(0.8214 ± 0.0043; P = .0043) and cEV apoD levels (0.8238 ± 0.076; P = .0041; Figure 4.5 B and 

E), whereas moderate diagnostic accuracy was noted for apoJ/D ratio (0.7571 ± 0.091; P = .022) 

and cEV protein carbonyls (0.75 ± 0.094; P = .027; Figure 5H and K). In contrast, differentiation 

power did not reach statistical significance when APOE ε4− participants were compared to 

controls, except for cEVs protein carbonyls (Figure 4.5 C, F, I, and L). Similarly, poor 

discrimination capacity was noted when APOE ε4+ and ε4− participants were merged and 

compared to controls (Figure 4.5 A, D, G and J). 
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4.4 Discussion 

Oxidative stress is a unifying paradigm of functional and structural brain changes observed in AD. 

In conjunction with a state of oxidative stress, APOE ε4 is assumed to stimulate oxidative damage 

compared to other apoE isoforms.15,16,35 Considering that oxidative stress is one of the early 

events in the pathophysiology of AD, the present paper aimed to identify a redox signature that 

can predict the progression of pre-demented people to AD and to investigate the role of APOE ε4 

in impaired redox homeostasis. 

 

 

Figure 4.5 Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis according to APOE isoform. The plot 
represents the performance of plasma and cEVs oxidative factors to discriminate controls from total CIND-AD, 
CIND-AD APOE ε4+ and CIND-AD APOE ε4- participants. (A, B, C) plasma total antioxidant capacity, (D, E, F) 
cEVs apolipoprotein D, (G, H, I) cEVs apolipoprotein J/D ratio, (J, K, L) cEVs protein carbonyls level. AUC, Area 
under the curve; Std, standard; 95% CI, 95% confidence intervals; ns, not significant. 

 

There is currently great interest in the use of peripheral EVs as a reliable screening tool in AD 

diagnosis. Most clinical research studies investigated inflammatory and pathogenic proteins, 

neurotrophic factors, glycation products, and their precursors as well as miRNA pool contained in 

cEVs.26–30 However, no study has targeted oxidative stress markers in cEV cargo or compared 

their diagnostic sensitivity to plasma. In this context, our study analyzed a profile of several 

antioxidant defense systems in cEVs and in plasma that could predict the conversion of CIND 

participants to AD. 
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Apolipoproteins are closely linked to neurodegenerative pathologies and recent reports support 

their use as novel biomarkers for AD.19,36,37 In the brain, apoE, apoJ, and apoD are the most 

abundant apolipoproteins and the most studied in the normal aging process as well as in AD. Our 

study evidences the presence of apoE, apoJ, and apoD in cEVs but only cEVs apoD and to a 

lesser extent plasma apoD levels were higher in CIND-AD cases compared to controls. 

Several studies have demonstrated higher apoD levels in the cortex, hippocampus, and 

cerebrospinal fluid of AD patients34,38 as well as in brain tissue of AD transgenic mice.39 

Previous in vitro and post mortem studies indicated that apoD acts as an antioxidant and 

neuroprotective molecule in age-related degeneration and neurodegenerative disease.40 For 

instance, apoD levels were increased under stressful conditions such as brain injury.41 Moreover, 

the protection of SH-SY5Y neuron from paraquat-triggered oxidative stress was attributed to the 

presence of apoD in astroglial-derived EVs.42 Furthermore, during AD, increased apoD 

expression in multiple brain compartments is believed to counteract oxidative stress induced–

damage.43 In the present study, the increase of apoD levels was consistent with reduced TAC 

capacity and increased cEV protein carbonyls content suggesting that its upregulation during 

early-AD stages is an active mechanism to overcome a gradual decline in antioxidant systems 

efficiency and escalating oxidative stress burden. 

Several studies evaluated the total antioxidant status using similar analytical methods that differ 

sometimes in terms of reaction mechanisms. In line with our findings, a reduction in serum and 

plasma TAC was observed in MCI and AD patients.19,44 Previous studies also reported impaired 

protein carbonyls levels in both plasma and brain of patients with early- and late-AD 

stages.19,45,46 However, it is important to note that our study is the first to detect protein 

carbonyls and apolipoproteins in cEVs, along with plasma, and to analyze their content in 

preclinical AD patients. 

Because peripheral oxidative stress markers could reflect systemic variations rather than CNS-

related disorders, we assessed the relationship between the studied factors and cognitive 

performance. Interestingly, TAC and cEV apoJ/D ratio were positively correlated to MMSE 

cognitive scores suggesting that these antioxidant systems are important to sustain adequate 

brain function and normal cognitive abilities. Meanwhile, elevated cEV protein carbonyls levels 

were associated with altered neurocognitive performance. As cEVs can shuttle from CNS to 

peripheral circulation through the BBB,24,47 it is suggested that they might reflect the brain 

pathological processes. Interestingly, astrocytes and glial cell markers were detected in our 

isolated cEVs providing further evidence that some cEVs are of brain origin. To date, few 

techniques were developed to isolate plasma CNS-enriched EVs, essentially by targeting 
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neuronal-EV surface marker proteins. Nonetheless, poor fractions were obtained due to the lack 

of neural tissue-specificity of these markers (such as L1CAM).48 Moreover, the study of total 

cEV cargo might be more reliable than nEVs considering the complex pathophysiology of AD and 

the critical role of metabolic disorders in increased AD risk. Altogether, our data support the utility 

of cEVs in AD diagnosis and demonstrate their higher sensibility to detect systemic variations 

compared to plasma, which is likely due to the efficient protection of cEVs’ molecular components 

by their rich lipid membrane layer acting as an efficient biological shield. 

The pathological linkage between APOE ε4-induced oxidative stress and AD risk is well 

established.6,15–17 When CIND-AD cases were classified by their APOE genotype, the 

significant differences were more pronounced in the APOE ε4+ group. ROC and linear regression 

analysis showed that the observed changes in TAC, cEV apoD, and cEV apoJ/D levels were 

assigned to the presence of APOE ε4 isoform, whereas cEV protein carbonyls content was slightly 

affected by the ε4 allele. Similarly, reduced serum and plasma levels of TAC were reported to 

exacerbate the risk of AD in APOE ε4 individuals.44,49 

Besides, the toxic features of apoE4 protein appear to trigger a variety of oxidative pathways 

leading to carbonylation of protein and apolipoprotein dysregulation.50 Consequently, the 

reduced antioxidant defense in APOE ε4 carriers may contribute to the early pathological cascade 

of neurodegeneration. Our study is the first to establish this relationship in cEVs, which may help 

to explain the APOE ε4-induced increase of oxidative stress over the course of the disease. 

Overall, the present work shows that CIND-AD APOE ε4 carriers display differential regulation of 

several oxidative markers that impact brain homeostasis and illustrate the extended effect of this 

allele on multiple oxidative patterns beyond its influence on the clinical phenotype of AD. 

The limitations of the present study should be regarded. Future investigations should include 

correlations with neuroimaging and/or cerebrospinal fluid data, besides cognitive tests, to confirm 

the exclusive relationship with brain malfunction. In addition, the analyzed parameters do not 

reflect the full spectrum of oxidative markers, which entails a thorough screening of other stress 

candidates in upcoming research. The sample size is adequate for statistical analysis in case 

control studies but not large enough for epidemiological considerations, which implies future 

larger sample size cohorts to validate our findings. It is also important to note the susceptibility of 

the analyses to confounders and to some unobserved variables that could affect the observed 

signals. Another potential limitation of this study is the lack of multiple test correction and the 

possible impact of specific genetic ancestries. Future studies should also explore these 

interactions across similar and various biomarkers, which may increase the specificity of their 

predictive values. 
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4.5 Conclusion 

Taking together, our results demonstrate that, (1) cEVs’ redox signature is more relevant than 

plasma for reflecting specific brain and systemic changes in early AD onset, (2) the pathological 

implication of APOE ε4 allele is mainly due to a gain of toxic functions combined with a loss of 

protective ones, (3) future studies should consider integrating APOE genotyping in oxidative 

stress biomarkers identification, and (4) the heterogeneity of preclinical patients calls for a shift in 

paradigm where targeted diagnosis should be developed for specific AD subpopulations that 

share similar pathological or genetic properties. 
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Lien entre les articles précédents et le suivant : 

Les résultats du 1e et 2ème article montrent une dérégulation de la sécrétion des EVs chez les 

participants porteurs de l’allèle APOE ε4 convertis à la MA, cinq ans après. Les conséquences et 

l’implication de cette diminution sur la progression et/ou le développement de la MA ne sont pas 

connus. Cette observation est importante car depuis les années 1990, quelques études ont 

rapporté une modification du nombre des EVs dans certaines pathologies. Une augmentation du 

nombre de particules (EVs) a été observée dans la maladie de Crohn (Powell et al., 1996), 

l'angine de poitrine (Singh et al., 1995), l'ischémie cérébrale transitoire et les démences à 

infarctus multiples (Lee et al., 1993). Plus récemment, des expérimentations animales et des 

études cliniques ont montré une altération du nombre d’EVs chez des souris APOE ε4 et dans 

des tissus post-mortem d’individus neuropathologiquement sains porteurs de l’allèle APOE ε4 

(Peng et al., 2019) ainsi qu’au niveau du plasma de patients MA (Perrotte et al., 2020).  

Une découverte récente a montré que les EVs d’origine neuronale étaient capables, in vitro, de 

lier le peptide amyloïde et seraient préférablement dirigés vers la microglie pour éliminer l’excès 

de ce dernier dans le SNC (Yuyama et al., 2012; Yuyama et al., 2015). Cependant, aucune étude 

ne s’est intéressée à analyser cette propriété chez les EVs d’origine périphérique et à élucider 

les mécanismes moléculaires par lesquelles ces derniers seraient capables de contribuer à la 

clairance de la forme la plus toxique (oligomères) de l’Aβ. 

Les observations qui découlent de nos deux publications associées aux données (très limitées) 

de la littérature, laisse à penser que les EVs circulants, dans les conditions physiologiques, 

peuvent jouer un rôle protecteur dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Ce rôle serait 

compromis chez les patients APOE ε4 atteints de MA due à l’altération du nombre de cEVs 

libérées dans la circulation. 

L’objectif de ce 3ème article est d’étudier le rôle physiologique potentiel de cEVs isolées de 

participants sains dans la fixation et l’élimination des oAβ et de déterminer les composantes 

moléculaires impliquées dans cette fonction protectrice. L’analyse du contenu des cEVs en lien 

étroit avec le « management » d’oAβ sera effectué sur une cohorte incluant des participants 

normaux et précliniques convertis à la MA. L’ensemble de ces analyses nous aidera à mieux 

comprendre l’implication pathologique de la dérégulation des EVs dans l’augmentation du risque 

de la MA.  
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6.1 Introduction 

Extracellular vesicles (EVs) are a plethora of nanosized particles that are presumably 

secreted by all cell types and actively involved in short- and long-distance dissemination of 

proteins, lipids and genetic material [1]. During the last decade, numerous discoveries led to a 

better comprehension of the pivotal role of EVs in cellular physiology and pathology [1,2]. This 

advanced knowledge allowed the development of potential various diagnostic and therapeutic 

applications of EVs, especially in Alzheimer’s disease (AD) [3].  

AD is an insidious neurodegenerative disorder with irreversible neuronal damage associated with 

severe cognitive impairments [4]. The extracellular accumulation of the beta-amyloid (Aβ) peptide 

and the intracellular twisted strands of tau protein are the hallmarks of AD pathology [4]. 

Nonetheless, the role of Aβ was recently criticized in the context of AD which prompt further 

investigations and validations on the causal link between Aβ and AD [5, 6].     

Few studies have investigated the enigmatic relationship between EVs and Aβ. EVs have 

been shown to be implicated in Aß oligomers dissemination [7]. In EVs-associated biomarker AD 

studies, the detection of Aβ in enriched EVs from neuronal origin (nEVs) [8], cerebrospinal fluid 

(cfEVs) [9] and blood circulation (cEVs) [10], suggests a potential role of EVs in Aβ dissemination 

and/or clearance. In brain, the abundance of the ALIX protein, a highly specific-EVs marker, in 

Aβ senile plaques suggests that exosome-associated Aß may be involved in plaque formation 

[11]. In contrast, several in vivo studies also support a potential beneficial role of nEVs in reducing 

Aβ toxicity. Indeed, the administration of nEVs following Aβ oligomers (oAβ) infusion in rats 

restored impaired long-term potentiation and decreased Aβ pathology [12]. Moreover, the 

continuous intracerebral infusion of nEVs in APP transgenic mice alleviated Aβ burden and limited 

the loss of synaptic densities [13,14]. Mechanistically, these studies strongly suggest an 

improvement of Aß clearance by EVs exclusively isolated from primary neuronal cells in culture 

or transgenic cell models. To date, no study focused on human cEVs despite their vital 

contribution to brain function. In this context, some studies have demonstrated that cEVs can 

readily cross the blood brain barrier (BBB) to reach different brain regions [15-19]. For instance, 

it has been shown that functional mRNA can be directly transferred from peripheral blood to 

neurons via cEVs after LPS-induced inflammation [16]. Similarly, the intracranial injection of 

kainate, a neuroexcitatory agonist for neuronal glutamatergic receptors, in transgenic mice 

triggered peripheral cEVs uptake into the brain [16]. Interestingly, the placement of novel objects 

into mice cages has led to a selective gene expression in the hippocampus mediated by peripheral 

cEVs which supports a role of cEVs signaling going beyond the pathological state [16]. These 

data clearly demonstrate that cEVs ensure a constant role during regular cognitive tasks as well 
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as under stressful environment. Within this framework, the impact of peripheral blood-derived 

cEVs on AD-related pathological features, in particular Aß management has not been assessed 

yet. 

In this context, it is also important to note that no study has investigated the potential 

involvement of the outer leaflet proteins pattern of nEVs or cEVs in Aß binding. Our recent studies 

demonstrated the presence of Aß-linking proteins in cEVs such as apolipoproteins J (apoJ), E 

(apoE) and RAGE [20,21]. Meanwhile, their localization has yet to be determined.   

The present work aims to determine the association of Aß on cEVs along with the underlying 

mechanisms and the extent to which the changes in cEVs distribution and microenvironment may 

influence the progression of asymptomatic preclinical individuals to AD pathology. 

6.2 Methods 

6.2.1 Participants and data source 

In the current investigation we used plasma samples from the Canadian Study of Health and 

Aging (CSHA), a multicenter longitudinal cohort study of dementia. A self-administered 

questionnaire on risk factors was filled by non-cognitively impaired participants (see Table S1 in 

supporting information). A clinical evaluation was performed at CSHA-1 (1991-1992) in a 

subgroup of participants by a group of professionals including a nurse, a physician, and a 

neuropsychologist. Following independent preliminary diagnosis made by the neuropsychologist 

and the physician, a final diagnosis was attained between them in agreement with the published 

criteria of the National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the 

Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association criteria (NINCDS-ADRDA) for AD, the 

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 3rd Edition, Revised (DSM-III-R) for 

dementia, the World Health Organization International Classification of Diseases, 10th Revision 

criteria (ICD-10) for vascular dementia (VaD) and operational criteria for Lewy body dementia 

[10]. A new version of the diagnostic criteria was introduced in CSHA-2 (1996–1997) and CSHA-

3 (2001–2002) for dementia and AD (DSM-IV) and VaD (National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke–Association Internationale pour la Recherche et l’Enseignement en 

Neurosciences; NINDS-AIREN) [10]. 

In the present case-control study, we selected from the CSHA-2 blood bank 15 healthy people 

who developed AD-dementia 5 years later in CSHA-3. These cases were compared to 15 controls 

evaluated with no cognitive impairment at CSHA-2 and who remained clinically healthy in CSHA-

3, with respect to exclusion and inclusion criteria (see Table S1). 
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All participants gave consent for use of their blood sample for subsequent analysis and the 

present study received approval from the institutional ethic committee of INRS-AFSB (CER19-

532). 

6.2.2 Isolation and characterization of extracellular vesicles 

Blood samples were collected from healthy participants in EDTA-containing vacuum tubes 

[10,20]. The isolation of cEVs from plasma was assessed according to our previous studies 

[10,20,22-24]. The characterization of cEVs was based on the last methodological guidelines to 

study EVs [25], and included the analysis of cEVs morphology by transmission electron 

microscopy (TEM), their sizes distribution by nanoparticle tracking analysis (NTA) and the 

presence, by Western blot, of two or more EVs markers such as the tumour susceptibility gene 

101 (TSG101), the tetraspanin protein CD63, the ionized calcium-binding adaptor molecule 1 

(Iba1) while the endoplasmic reticulum marker (calnexin) was used as an isolation purity control. 

6.2.2.1 EVs Isolation procedure 

Plasma was clarified by differential centrifugation at 300 g for 10 min to separate 

contaminants (debris, dead cells) and then at 2000 g during 20 min to remove large vesicles 

(apoptotic bodies). The collected supernatant (≃ 300 µl) was mixed with 0.2X of the Total 

Exosome Isolation reagent (Invitrogen by Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA) and 

incubated during 30 min at 4 °C according to manufacture instructions. After centrifugation at 

10,000 × g for 5 minutes, cEVs pellets were re-suspended in fil-tered PBS (0.1 µm) and purified 

by three series of filtrations/precipitations at 3000 x g for 15 min using the 100KDa Amicon® Ultra-

4 Filter Units (Millipore, UFC810024) to discard impurities and maximize recovery. Final 

suspension of cEVs was conserved in filtered PBS and kept at -80°C until analysis. 

6.2.2.2 Transmission electron microscopy (TEM)  

The morphology of cEVs was examined using TEM. Briefly, isolated cEVs were treated with 

2% paraformaldehyde. A 10 µL drop of the cEVs suspension was incubated for 5 minutes on a 

Formvar-carbon–coated grid. The grid was contrasted in a 2 percent uranyl acetate solution for 1 

minute before drying. Each cEVs sample was examined using a HITACHI H-7100 transmission 

electron microscope (75 kV) at magnifications ranging from 15000 to 40000 X. 
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6.2.2.3 Nanoparticle tracking analysis (NTA) 

The NTA NanoSight NS300 equipment was used to assess the size distribution and 

concentration of isolated cEVs. The camera level and the detection threshold were fixed at 12 

and 5, respectively. For each sample, recordings were made for 60 seconds and measurements 

were taken at least three times. The recorded videos were then processed automatically with the 

NanoSight NTA 3.2 analytical software (Malvern Instruments Company, United Kingdom). 

6.2.2.4 Western blot analysis (WB) 

To validate the presence of cEVs markers, several immunoblotting, detections were 

performed. cEVs proteins were separated using a polyacrylamide gel electrophoresis containing 

10% sodium dodecyl sulphate and transferred to polyvinylidene fluoride membranes. Before 

immunodetection, the membranes were blocked with 5% non-fat dried milk in Tris-buffered saline 

with 0.1 percent Tween 20 (TBS-T). Calnexin (Santa Cruz, Biotechnologies, Santa Cruz, CA, 

USA); TSG101 (MyBioSource, Inc, San Diego, CA, USA); CD63 (Santa Cruz, Biotechnologies, 

Santa Cruz, CA, USA); and Iba1 (Santa Cruz, Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) were 

incubated overnight at 4°C. The membranes were then rinsed with TBS-T and incubated with 

HRP-conjugated secondary antibodies for 1 hour at room temperature (Anti-mouse IgG HRP-

linked Antibody or Anti-rabbit HRP-linked Antibody from Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, 

MA, USA). Each membrane blot was detected by chemiluminescence using ECL substrate (Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) and the FluorChem HD2 system. The total EV 

proteins were quantified by staining with Coomassie Brilliant blue. 

6.2.3 Aβ1-42 oligomers preparation and characterization 

Currently, soluble oligomeric assemblies of Aβ are considered as the proximate cause of the 

neuropathology that defines AD. Aβ1-42 oligomers (oAβ1-42) were formed according to Stine 

[26]. Briefly, recombinant Aβ1-42 peptides were dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafuoro-2-propanol 

(HFIP, Sigma-Aldrich) and vacuum dried overnight. Tubes were placed in a SpeedVac and 

allowed to dry for 1 hour without being heated to eliminate any lingering traces of HFIP and 

moisture. Aβ1-42 was first re-suspended in DMSO (Sigma-Aldrich), vortexed, and sonicated for 

10 minutes. The solution was then diluted to a final concentration of 100 µM in cold phenol-free 

F-12 cell culture medium (Sigma-Aldrich) and maintained at 4 °C for 24 hours. 
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TEM and NTA were used to characterize the produced oAβ1-42. For TEM, 50 µL of the oAβ 

suspension was deposited on the copper grid for 5 minutes and air-dried. The grid was then 

immersed in water for 1 minute, air-dried, and dyed with 3 percent (w/v) phosphotungstic acid 

(PTA). After 3 min, the excess of PTA was removed using filter paper, and the grid was air-dried 

again before being loaded into the microscope and photographed. Morphology was seen at 

40.000x magnification using a Hitachi H-7100 microscope. The size distribution of oAβ1-42 was 

determined by NTA NanoSight NS300 system and analyzed using the NanoSight NTA 3.2 

Analytical Software (Malvern Instruments Company, United Kingdom). The camera level and 

detection threshold were set at 14 and 5, respectively. The NTA was injected with 10 µM of oAβ1-

42 suspension, and recordings were made for 60 seconds. The measurement was repeated at 

least three times. 

6.2.4 Crosstalk between cEVs and oAβ1-42   

The possible interaction between oAβ1-42 and cEVs from healthy participants was verified 

by NTA analysis. Proteinase K (PK) digestion was applied to verify the topside linkage of oAβ1-

42 to cEVs. Briefly, 10 µM of oAβ1-42 were incubated with a known concentration of cEVs for 1 

h at room temperature. The mixture, digested or not by 20 g/ml of PK (Invitrogen) at 37 °C for 15 

min, was injected in the NanoSight NS300 system and measurements were performed in triplicate 

and repeated twice. 

6.2.5 Detection and localization of proteins related to cEVs-oAβ1-42 
interaction 

6.2.5.1 Shaved cEVs preparation 

To eliminate surface-anchored proteins, isolated cEVs were treated for 15 minutes at 37 °C 

in PBS with 20 g/ml of PK and 5 mM CaCl2 [27]. Proteinase activity was then stopped by adding 

0.5 mM MeOSuc-AAPF-CMK (Sigma Millipore, Canada) for 10 minutes at room temperature. To 

eliminate degraded proteins, cEVs were filtrated by centrifugation at 3000 rpm during 10 min using 

the Amicon® Ultra-4 Filter Units (Millipore, UFC810024).  

6.2.5.2 ELISA assay 

We applied the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) on intact cEVs and cEVs 

deprived of their protein corona, ELISA kits from (R&D systems and Boster Bio) were selected to 

quantify the expression of cEVs proteins involved in oAβ1-42 clearance such as apoJ, apoE, 

RAGE, haptoglobin, and klotho. The assays were carried out in accordance with the 
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manufacturer's instructions. Briefly, to summarize, ELISA plates were coated with the capture 

antibody and incubated at room temperature overnight. The plates were then washed and wells 

were blocked with 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS. After rigorous washing, serially diluted 

standards and samples were loaded and incubated at room temperature for 2 h. Plates were 

cleaned before being loaded with detection antibody and incubated for another 2 h. Following the 

washing operation, each well received diluted peroxidase-conjugated streptavidin. Each well was 

then filled with chromogenic substrate solution and incubated at 37 °C for an additional 30 

minutes. The enzymatic reaction was stopped by 50 µl of H2SO4 (2N) solution and the 

absorbance was measured at 450 nm.  

6.2.6 Measurement of cEVs proteins levels 

The levels of cEVs proteins potentially involved in cEVs-oAβ1-42 interaction such as, apoJ, 

apoE, RAGE haptoglogin and klotho were determined in the study population by ELISA assay as 

previously described (see section 2.5.2). cEVs total protein levels were determined by 

bicinchoninic acid assay (BCA, ThermoFisher) and used to normalize the amounts of the 

measured proteins.  

6.2.7 Statistical analysis   

Data were expressed as mean ± SD using the SPSS or GraphPad Prism program. The 

normal distribution was verified by Shapiro-Wilk test. Statistical analysis of the cEVs sizes 

distribution and clinical study parameters were performed using the Student’s t test or the 

nonparametric Mann‐Whitney U test. A statistical correlation was performed by a linear regression 

analysis using the Pearson or Spearman correlation coefficient. A p value less than 0.05 was 

considered statistically significant.  

6.3 Results 

6.3.1 Characterization of Aβ oligomers and human circulating EVs 

TEM reveals that the oAβ consist of globular oligomers (Figure 6.1 A). Even after 4 weeks of 

conservation, no fibrils or elongated protofibrils were found or formed (Figure S6.1). According to 

the NTA data, most of synthetized oAβ displayed a diameter between 50 and 350 nm with a peak 

around 100 nm (Figure 6.1 B). Different approaches were used to characterize cEVs. TEM 

images revealed that the isolated cEVs present a cup-shaped morphology (Figure 6.1 C) with a 

size distribution of cEVs ranged between 50 and 350 nm (Figure 6.1 D). Furthermore, Western 
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blot analysis confirmed the presence of cEVs markers (TSG101 and CD63). In addition, the 

presence of the microglial protein Iba1 demonstrates that some cEVs are brain-derived. 

Meanwhile, calnexin was not detected in cEVs but only in SK-N-SH cell lysate, providing further 

evidence of cEVs enrichment (Figure 6.1 E). Full-sized images and detailed information of cEVs 

specific markers are given (Figure S2). 

 

 

Figure 6.1 Characterization and visualization of oAβ1-42 and cEVs. Transmission electron microscopy images of 
(A) oAβ and (C) cEVs, bar represents 100 nm. Size distribution and concentration of (B) oAβ and (D) cEVs examined 
by NTA using the Nanosight-NS300 system. (E) Immunoblot detection of cEVs protein markers and non-associated 
proteins (N=4 healthy controls). Abbreviations: oAβ, amyloid-beta oligomers; cEVs, circulating extracellular vesicles; 
CTR, controls. Measurement performed on NTA with freshly prepared oAβ1-42. 

6.3.2 cEVs-oAβ interaction 

We employed NTA analysis to investigate the potential interaction between oAβ and cEVs before 

and following PK digestion. Our findings reveal an increase of particles size following oAβ 

incubation with cEVs (Figure 6.2 A-B), particularly in the range of 100-150, 150-200, and 200-

250 nm, which correspond to small cEVs. (Figure 6.2 C). PK application allowed the external 

removal of oAβ and resulted in reduced particles number in all cEVs population except for 50-100 

nm (Figure 6.2 D), which typically represent the detached, free oAβ particles (Figure 6.1 B). 
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Figure 6.2 Cross-talk between oAβ1-42 and cEVs. (A) NTA analysis of oAβ and cEVs association, (B) Graph bar 

representation of oAβ and cEVs association according to NTA analysis, (C) Stratification showing higher association 

in specific cEVs sub-populations, (D) Incubation of cEVs- oAβ mixture with PK and effect on particles distribution. 

Abbreviations: oAβ, amyloid-beta oligomers; cEVs, circulating extracellular vesicles; w/o, without; nm, nanometers; PK, 

proteinase K. Statistical analysis was performed using the nonparametric Mann-Whitney test for (B), (C) and (D) with 

*, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 versus cEVs w/o oAβ. Bar graph are presented as mean ± SD. 

6.3.3 cEVs corona proteins are implicated in cEVs-oAβ interaction 

To investigate the role of cEVs corona proteins in oAβ fixation, cEVs were treated with PK to 

remove surface-accessible proteins because PK cannot penetrate the lipid bilayer. TEM images 

indicated that non-treated and PK-treated cEVs were encased in a lipid layer, resulting in a cup-

shaped morphology (Figure S6.2 A). The size distribution of PK-treated cEVs was between 50 

and 350 nm, which was similar to the size distribution of non-treated cEVs (Figure S6.2 B). There 

was no significant change in total protein levels in both cEVs conditions (Figure S6.2 C). 

Non-treated and PK-treated cEVs were analyzed for the presence of apoJ, apoE, and RAGE, 

which are all highly involved in oAβ attachment and clearance [28-30]. All of these proteins were 

detected in non-treated cEVs but were missing in PK-treated cEVs (Figure 6.3 A-C). This finding 

suggests that these proteins are present on the surface of cEVs. Incubation of oAβ and PK-treated 

cEVs resulted also in an apparent linkage as demonstrated by the higher number of particles with 

sizes ranging from 50 to 150 nm (Figure S6.3). 
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Figure 6.3 Localization of the studied proteins on cEVs. (A) apoJ expression in cEVs w and w/o PK, (B) apoE 
expression in cEVs w and w/o PK, (C) RAGE expression in cEVs w and w/o PK (N=2 for cEVs w PK and N=2 for cEVs 
w/o PK for each protein). Abbreviations: cEVs, circulating extracellular vesicles; apoJ, apolipoprotein J; apoE, 
apolipoprotein E; PK, proteinase K; w/o, without; w, with; n.d., not detected. 

6.3.4 Cohort characteristics 

Clinical, biochemical and demographic information of the study sample are shown in Table 6.1. 

The levels of lipids and inflammatory markers, as well as minerals and vitamins, were not different 

between cases and controls. Meanwhile, the mean age was statistically higher for pre-AD 

compared to controls. 

Table 6.1 Clinical and biochemical characteristics of the study participants. 

  Controls (n = 15) Pre-AD (n = 15) 

Clinical profile     

Age (y) 78.2 ± 5.4 83.5 ± 6.2* 

Sex ratio (M/F) 7/8 5/10 

BMI (Kg/m2) 27.1 ± 4.4 25.5 ± 9.3 

Education (y) 12.6 ± 1.8 13.2 ± 1.5 

Score MMSE 27.5 ± 1.6 25.8 ± 2.8 

Genotype (APOE4-/APOE4+)  15/0 10/5 

Lipid profile      

Total cholesterol (mmol/L) 4.6 ± 0.9 4.4 ± 0.8 

Triglycerides (mmol/L) 1.6 ± 0.6 1.4 ± 0.3 

LDLox (U/L) 43.5 ± 12.1 39.6 ± 8.4 

Inflammation profile     

TNF-α (pg/mL) 1.9 ± 0.8 2.1 ± 0.9 

IL-6 (pg/mL) 1.8 ± 0.8 2.3 ± 2.2 

CRP (mg/L) 2.5 ± 2.5 4.3 ± 6.2 

Minerals & Vitamins     

Cu (µmol/L) 12.6 ± 1.8 13.2 ± 1.5 

Zn (µmol/L) 323.3 ±130.8 277.8 ± 68.2 

Pb (µmol/L) 0.13 ± 0.06 0.14 ± 0.07 

25-OHD (nmol/L) 41.9 ± 24.6 56.1 ± 20.9 
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Values are given as mean ± standard deviation. Abbreviations: Pre-AD, controls converted to Alzheimer’s 

disease; AD, Alzheimer’s Disease; M, male; F, female; BMI, Body Mass Index; y, years; MMSE, Mini-Mental 

State Examination; APOE, apolipoprotein E; (-), ε4 non-carriers; (+), ε4 carriers; LDLox, oxidized low density 

lipoprotein; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha; IL-6, interleukin 6; CRP, C-reactive protein; Cu, copper, Zn, 

zinc; Pb, lead; 25-OHD, vitamin D. Student-t test was used for statistical analysis with *, p < 0.05 compared to 

controls. 

 

The distribution of isolated cEVs was different between the two groups with a higher concentration 

recorded for pre-AD (Figure 6.4 A). This increase concerned mostly small cEVs subpopulations 

with mean size ranging from 100-200 nm (Figure 6.4 B). The total protein content in cEVs was 

comparable in both groups and were used to standardize the amounts of the measured proteins 

(data not shown). 

 

 

Figure 6.4 cEVs distribution in the study sample. (A) Nanoparticle tracking analysis of cEVs, (B) stratification of 
cEVs according to size. Abbreviations: Pre-AD, controls converted to Alzheimer’s disease; cEVs, circulating 
extracellular vesicles; nm, nanometers. Statistical analysis was performed using the nonparametric Mann-Whitney test 
was used with ***, p < 0.001 versus controls. Bar graph are presented as mean ± SD. 

6.3.5 cEVs levels of proteins involved in EVs-oAβ interaction  

ELISA assay was used to evaluate the amounts of cEVs proteins implicated in oAβ removal (apoJ, 

apoE, RAGE, haptoglogin, and klotho). Our findings revealed that apoJ cEVs levels were lower 

in pre-AD patients as compared to healthy controls (Figure 6.5 A). The levels of apoE, RAGE, 

haptoglogin, and klotho were not different between both groups (Figure S4). Interestingly, apoJ 

cEVs levels were age-independent (Figure 6.5 B) and were positively correlated with apoE cEVs 

(Figure 6.5 C). ApoJ and haptoglogin levels in cEVs, both extracellular chaperones proteins [31], 

were also positively correlated (Figure 6.5 D), whereas klotho levels were inversely associated 

with apoE in cEVs (Figure 6.5 E).  
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Figure 6.5 cEVs levels of clusterine and linear regression analysis between the studied proteins. (A) cEVs apoJ 
levels, (B) correlation between age and cEVs apoJ, (C) correlation between cEVs apoJ and cEVs apoE, (D) correlation 
between cEVs apoJ and cEVs haptoglobine, (E) correlation between cEVs apoE and cEVs klotho. Abbreviations: cEVs, 
circulating extracellular vesicles; apoJ, apolipoprotein J; apoE, apolipoprotein E. Parametric Student’s t-test was used 
for apoJ with *, p < 0.05 compared to controls. Statistical analysis was performed using the correlation coefficient (r) 
and p values were determined using Pearson coefficient for (B) and (C) and spearman coefficient for (D) and (E). Bar 
graph are presented as mean ± SD. 

6.4 Discussion 

A growing body of evidence supports the dynamic role of cEVs in AD. We [10,22] and 

others [32-33] have demonstrated that cEVs are loaded with Aß, t-tau, p-tau and inflammatory 

markers. However, it remains unclear whether cEVs cargo is detrimental or beneficial to neurons 

and whether cEVs dysregulation might contribute to the early manifestation of AD. Here, we aim 

to disclose the relationship between cEVS and the toxic oAß forms and to investigate the changes 

in some proteins involved in the clearance of oAß in cEVs. from preclinical participants converted 

to AD. 

After recent scandal on amyloid research [5-6], it is highly recommended to follow strict 

guideline in the preparation of Aβ and to provide clear technical approaches. The neurotoxic 

effects of oAβ are well documented in the literature. oAβ can bind to neuronal cells and activates 

glycogen synthetase kinase 3β (GSK3β) that stimulates tau protein phosphorylation and impairs 

axonal transport [34]. By interacting with nAChR receptors, oAβ blocks the signal of acetylcholine 

neurotransmitters, thus causing synaptic dysfunction [35]. RAGE-oAβ interaction at the BBB 

leads to reduced expression of tight junction proteins (such as occludin, ZO-1 and claudin-5), 

inflammatory response and oxidative stress which disturb the permeability of the BBB [36]. 

Accordingly, reducing circulating oAβ is highly considered in AD drug discovery. Yet, physiological 

mechanisms to stop oAβ-induced damage are poorly understood.  
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It has been reported that the brain EVs populations are not only derived from the CNS but 

could also include peripheral blood derived-EVs [37,38]. In this context, stimuli from the brain 

were shown to trigger the uptake of peripheral cEVs [16]. Thus, the idea that cEVs could bind 

oAß may have two consequences: (1) cEVs may be recruited to decrease Aß burden by trapping 

oAß; (2) cEVS can transport Aß from the periphery to the brain. To date, only nEVs were 

described to bind Aß in experimental conditions [39]. N2a-derived exosomes incubated with 

different synthetic Aß fragments (Aß1−38, Aß1−40 and Aß1−42) were able to externally bind Aß 

as determined by surface plasma resonance analysis [13]. Besides, Rajendran et al revealed that 

Aß peptides were localized in the surface of APP N2a neuronal cells-derived exosomes using 

immunoelectron microscopy [11]. These studies have investigated the monomer conformational 

variant of Aß and the analysis were limited to EVs from neuronal origin. Here we demonstrate, for 

the first time, that cEVs isolated from healthy participants were able to bind to oAß. Interestingly, 

the cEVs ranging from 50 to 200 nm, predominantly considered as small EVs [40], were the 

subtypes implicated in this process which suggests that larger cEVs populations (> 200 nm) 

display different properties with variable affinities to oAß. In this regard, differential compositional 

and functional properties were reported for larger EVs compared to the small-sized vesicles and 

novel research approaches are trying to refine EVs overlap in size by studying specific EVs 

subpopulations separately [41,42].  

Nonetheless, it is still unclear whether oAß were internalized by cEVs or topologically 

bound to their surface membrane. By using the NTA, we revealed that cEVs- oAß mixture treated 

with PK exhibited significant decrease in the size of the majority of cEVs populations. These 

results suggest that oAß assemblies were bound to the surface membrane and were dissociated 

from cEVs by PK. This was further confirmed by the significant accumulation of particles around 

100 nm which could be assigned to the detached oAß and thus, indicating that oAß interact with 

the topside of cEVs.  

This study is the first to demonstrate the surface interaction between oAß and cEVs 

isolated from the periphery using oAß1-42, the main neurotoxic Aß conformation capable of 

inducing neuronal and synaptic damages. However, the molecular mechanism for the binding of 

oAß to cEVs remains elusive. Our recent works have reported the presence in cEVs of proteins 

highly involved in oAß sequestration such as apoE, apoJ and RAGE [20,21]. However, it is 

unknown whether they are expressed in the lumen or on cEVs surface. Accordingly, PK was used 

to completely digest the cEVs topside corona and targeted-protein analysis was carried out in 

non-treated and PK-treated cEVs. Our findings unveiled that apoE, apoJ and RAGE, functionally 

able to fix oAß [28-30], are localized on the exterior part of cEVs with apoJ being the main 
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expressed protein. This topology fundamentally defines the pleiotropic effects of cEVs and 

suggests a leading role of membrane-anchored proteins regarding the binding of the intrinsically 

disordered Aβ peptide in its oligomeric, soluble state.  

However, cEVs depleted protein corona were also able to fix oAß (Figure S5) with the 

small cEVs population (50-150 nm) being mostly involved in this process. This is likely due to the 

high enrichment of small cEVs membranes in lipid species, especially sphingolipids, 

sphingomyelin, and cholesterol [43]. Aβ binding to nEVs was assigned to the presence of 

glycosphingolipids (GSLs) [14]. In fact, it was described that gangliosides, a subgroup of GSLs, 

are likely responsible of fixing Aß to the external layer of nEVs [14]. Previous studies showed that 

only neuron-derived EVs are enriched in sphingolipids compared to glial cells and suggest that 

Aß linkage is exclusive to nEVs [14]. Our results suggest that cEVs also exhibit this characteristic 

along with nEVs. However, we cannot exclude the possibility that our enriched population of cEVs 

include a fraction of nEVs.  

It is still a matter of debate whether cEVs-oAß complexes promote and induce cell damage 

or whether they are efficiently cleared through elimination pathways. A recent study reported that 

86% of mouse serum cEVs injected intravenously in recipient mice were taken up by microglia 

[44]. The intracerebral injection of cultured nEVs and mouse plasma EVs in animal models of AD 

resulted in an almost entirely internalization of EVs-Aβ clusters into microglia [13,45]. Similarly, it 

has been shown that nEVs are preferentially taken up by microglia following their incubation in a 

multicell in vitro model containing mixed cultures from brain predominant cell types [46]. The 

process of nEVs internalization by microglia was assigned to the presence of phosphatidylserine 

(PS), a glycerophospholipid (GP) entity embedded in the membrane lipid bilayer of nEVs. The PS 

receptors on the microglia membrane facilitate specific recognition of nEVs and trigger their 

phagocytosis. Other studies have shown that Aβ removal can be achieved by EVs through other 

mechanisms including the proteolytically-active EVs membrane associated-insulin-degrading 

enzyme (IDE) [47,48]. Hence, our work provides a new insight of cEVs properties related to Aß 

binding and clearance and future studies should undercover mechanistically the finding herein 

reported using appropriate cell and animal models combined to lipidomic analysis. 

To better understand the intertwined relationship between cEVs dysregulation and AD 

risk, we investigated the distribution and content of cEVs from healthy participants converted, 5 

years later, to AD.  According to our data, Pre-AD patients displayed higher cEVs number in the 

range of 100 to 200 nm. In line with the present finding, our previous studies demonstrated an 

abnormal regulation of cEVs in terms of size and number during early and late stages of AD 

[10,22]. According to the size range, the elevated cEVs subclasses observed among Pre-AD 
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patients, tend to reflect the subpopulations involved in oAß linkage as evidenced by data 

described above. It is widely recognized that Aß accumulation is an early epiphenomenon in AD 

pathology and here we demonstrate a higher production of specific cEVs subpopulation, probably 

to overcome gradual Aß deposit. Likewise, increased cfEVs secretion in response to the 

intracerebroventricular injection of oAß was described in wild-type mice, signifying that the 

presence of oAß is sufficient to induce increased EVs release [49]. Moreover, the upregulated 

cEVs subpopulation corresponds more likely to EVs released by the endosomal route and more 

specifically, exosomes. The endocytic pathway plays an essential role in exosomes biogenesis 

and Aß production and it has been reported that endocytic alteration occurs at the early stage of 

AD, simultaneously with elevated Aß levels [50].  

We should carefully consider that cEVs might paradoxically play a detrimental role during 

clinical AD stages. Continuous brain exposure to large quantities of cEVs associated with the 

chronic activation of microglia might result in progressive and irreversible neurotoxic 

consequences. The critical contribution of cEVs to delay the spread of AD, or other neurological 

Aß-induced disorders, should be balanced at costs of undesirable countereffects [11,13,14,19,39] 

(Figure 6.6).  

 
Figure 6.6 Hypothetical pathways of Aβ oligomers clearance in brain and in periphery by EVs and 
possible countereffects. (1) The molecular signature of cEVs from preclinical AD patients might be 
informative of a greater risk to develop AD, 5 years before the disease onset and can be used as an 
innovative tool for AD diagnosis and monitoring. (2) cEVs might associate with oAβ in the periphery and 
cEVs-oAβ complex are directed to glycerophospholipids (GP)-expressing macrophage for clearance. (3) 
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cEVs are able to cross the blood-brain barrier and bind, along with nEVs, to oAβ via sphingolipids and 
specific membrane-anchored protein. The cEVs associated with oAβ are preferentially taken up by 
microglia for elimination. (4) nEVs drive Aβ to form amyloid fibrils and Alix, a specific EVs marker, was 
remarkably found at Aβ senile plaques suggesting a potential role of EVs in Aβ sequestration of under a 
less toxic conformation. (5) Chronic activation of microglia by continuous EVs uptake (alone or associated 

with oAβ) result in damaging neuronal cells. Produced with reference to [11,13,14,19,39]. 
 

Altogether, these observations support a compromised EVs production during 

asymptomatic and clinical AD stages which trigger the attention toward the regulation of specific 

EVs molecular cargo directly (apoE, apoJ and RAGE), or indirectly (Klotho, haptoglobine) 

involved in Aß removal. Our finding indicates that apoJ, the major protein detected in cEVs protein 

corona, is significantly altered in Pre-AD patients. This phenomenon could reflect a reduced 

effectiveness of cEVs released from Pre-AD to fix and clear Aß and could explain, in part, their 

conversion to AD. However, the higher release of cEVs might be a support mechanism to balance 

the reduced apoJ presence in cEVs lipid membrane. Continuous cEVs production and uptake by 

the brain might induce harmful effects through glial cell activation [19] (Figure 6.6).   

The regression analysis revealed that apoJ levels were strongly correlated with 

haptoglobin, both extracellular chaperones proteins, an acute-phase proteins exhibiting 

antioxidant and anti-inflammatory activities that are found at elevated levels in MCI and AD 

patients [51]. Besides, klotho protein was inversely correlated with apoE levels in cEVs. Recent 

research work suggest that klotho improves Aβ clearance in the brain of APP/PS1 mice and 

protected against cognitive deficits [52]. The inversed regulation of Klotho regarding 

apolipoproteins might then explain the convergence between the continuous generation of Aß 

and cEVs failure to efficiently suppress Aß deposition.  

6.5 Conclusion 

In conclusion, the versatile capacity of cEVs to trap and eliminate oAß, mediated by combined 

surface-attached proteins seems to endorse routine defense mechanisms against Aß pathology. 

The disruption of cEVs number and content from preclinical AD participants should be endorsed 

with comparative analysis to healthy controls on their ability to bind oAβ. Future studies should 

consider this aspect to confirm that this role is compromised early in AD. Besides, the proteomic 

and lipidomic analysis of cEVs remains an important input to understand AD onset. Hence, it is 

highly recommended to assess cEVs lipid species composition and concentration from 

asymptomatic and symptomatic AD patients since it could reveal novel targets for AD therapy and 

could potentially be applied to monitor the disease risk and progression.  
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8 DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 

8.1 Aperçu général 

La MA est un problème de santé publique qui touche un nombre de plus en plus croissant 

d’individus à travers le monde. L’installation irréversible des lésions neurodégénératives (dépôt 

d’Aβ, dépôt de neurofibrilles, atrophie du cerveau) et leur détection tardive, complique les efforts 

visant à prévenir l’apparition et la progression de la MA. De plus, les techniques diagnostiques 

par neuroimagerie et par le LCR (calcul des ratios entre Aβ et Tau) sont coûteuses, invasives et 

relativement fiables. La recherche de biomarqueurs précoces au niveau de la périphérie s’impose 

ainsi comme l’un des défis majeurs actuels et les buts de ce doctorat étaient  (1) d’identifier des 

marqueurs périphériques non invasifs et applicables en routine permettant de diagnostiquer et de 

suivre l’évolution de la MA, en complément avec les autres tests et; (2) d’identifier des marqueurs 

précoces permettant de prédire la MA au stade préclinique afin d’appliquer tôt et maximiser 

l’efficacité des mesures préventives et des interventions thérapeutiques.  

Dans cette perspective, une étude pancanadienne qui regroupait à l’origine 10 263 participants 

âgés de 65 ans et plus (Étude CSHA) a pu évaluer, après 5 ans, l’évolution d’un groupe 

d’individus présentant des troubles cognitifs sans rencontrer les critères de démence (CIND : 

phase pré-clinique) vers la démence. La force de l’étude CSHA est que la sélection des sujets 

était faite de façon aléatoire et représentative de la population générale âgée de 65 ans et plus 

au Canada. La cohorte de cette étude offrait une opportunité très intéressante d’identifier des 

marqueurs périphériques précoces de la MA. Les individus CIND peuvent évoluer vers d'autres 

sous-types de démence autre que la MA comme la DV ou les démences mixtes (Murr et al., 

2014). Ainsi, il est important de définir une classification rigoureuse des individus CIND présentant 

un risque plus élevé de développer la MA plutôt que d'autres sous-types de démence. 

Connaissant le rôle majeur du variant APOE ε4 dans la prédisposition à la MA (voir section 

1.2.3.4-a), nous avons choisi de stratifier les participants CIND en fonction de la présence ou non 

de l'allèle ε4 et de comparer ceux qui ont évolué vers la MA (CIND-APOE-ε4+-AD) à des individus 

cognitivement normaux aux deux temps. 

8.2 Partie I : Caractérisation des EVs et impact du variant APOE ε4 

Bien que la MA soit associée à la neurodégénérescence cérébrale, de nombreuses études ont 

montré que les modifications de certaines protéines plasmatiques pouvaient être associées au 

déclin cognitif (Henriksen et al., 2014; Hye et al., 2014; Perrotte et al., 2019; Yu et al., 2018). Des 



106 

études plus récentes ont montré que les EVs, des vésicules nanométriques libérées par divers 

types de cellules notamment celles du cerveau, renferment un bon nombre de ces protéines 

périphériques ainsi que d’autres composés moléculaires et qu’elles seraient un excellent outil de 

diagnostic pour certaines pathologies et surtout pour la MA (Cai et al., 2018) (voir tableau 1.2). 

Dans un premier temps, il était essentiel de caractériser les EVs isolées à partir des participants 

cognitivement normaux et CIND, stratifiés selon la présence ou non du variant APOE ε4. Cette 

étape est nécessaire pour s’assurer de la bonne qualité du matériel biologique extrait. Notre 

caractérisation a été effectuée selon cinq techniques différentes et complémentaires à savoir la 

TEM (morphologie), le NTA (concentration et taille), la microscopie confocale (double marquage), 

Western Blot (marqueurs spécifiques) et l’analyse BCA (contenu vésiculaire en protéines). Selon 

le guide méthodologique pour l’étude des EVs (Coumans et al., 2017), il est recommandé 

d’utiliser au moins trois techniques pour caractériser les EVs. Dans la présente étude, on a utilisé 

un nombre supérieur avec des techniques permettant la caractérisation des EVs en vrac « bulk » 

(WB, BCA) mais aussi à l’échelle d’une simple particule (NTA, TEM, FACS) (Figures 3.1 & 5.1). 

Il est à préciser que la concentration totale en protéines dans les EVs et dans le plasma était 

similaire entre les groupes ce qui suggère son utilisation pour normaliser les niveaux des 

marqueurs étudiés. 

On a remarqué que les participants CIND porteurs de l’allèle APOE ε4 libèrent moins d’EVs dans 

la fraction 30 à 200 nm (Figure 3.2B). Les EVs de cette taille sont connues sous l’appellation de 

small (ou petit) EVs (sEVs) (Zhao et al., 2022) et correspondent généralement aux exosomes qui 

sont formés par la voie endosomale. Dans une étude récente, il a été décrit que l’altération de la 

voie endocytaire entraîne une diminution de la libération des EVs dans le cerveau de patients MA 

porteurs de l'APOE ε4 (Peng et al., 2019). Il s’avère aussi que l'altération de la voie endocytaire 

se produit très tôt, précédant même le dépôt d'Aβ et les signes neuropathologiques de la MA et 

qu’elle est liée au génotype d’APOE  (Cataldo et al., 2000). Ceci suggère que la présence de 

l’APOE ε4 affecte la biogenèse et/ou la libération des exosomes mais les explications 

mécanistiques à ce sujet restent à découvrir. 

L'impact d'APOE ε4 à la fois sur le nombre et le contenu d’EVs pourrait s'expliquer par 

l'enrichissement d’EVs en lipides (Dinkins et al., 2017). En effet, la biogenèse d’EVs fait appel à 

l'interaction entre le complexe de tri endosomal nécessaire au transport (ESCRT) et aux lipides 

associés à la membrane plasmique, principalement le cholestérol, les sphingolipides et les 

céramides (van Niel et al., 2018). Sachant que la fonction principale de l'apoE consiste à 

transporter les lipides chargés de cholestérol qui sont essentiels à la structure de la membrane 
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cellulaire et que l'APOE ε4 effectue moins efficacement cette tâche que les variants APOE ε3 et 

APOE ε2 (Bu, 2009), suggère que l'APOE ε4 affecte la formation et la libération des EVs. Par 

conséquent, le lien physiopathologique entre l'APOE ε4 et le système endosomal pourrait 

entraîner des changements anormaux tels que la formation de vésicules de petites tailles et un 

tri sélectif des protéines au sein de ces vésicules chez les porteurs d’APOE ε4. Comme l’indique 

notre étude, ce phénomène se produit jusqu’à 5 ans avant l’installation de la MA.  

8.3 Partie II : Identification des marqueurs précoces de la MA 

8.3.1 Étude des marqueurs liés à la neurodégénérescence et la survie 
neuronale  

Après avoir caractérisé les EVs, nous avons quantifié une quinzaine de protéines (synaptiques, 

toxiques, inflammatoires, trophiques) qui seraient liées à la pathogenèse de la MA et dont 

certaines sont testées pour la première fois au niveau des EVs et du plasma (Figure 8.1). 

 

Figure 8.1 Liste des protéines analysées dans l’échantillon à l’étude. Illustration personnelle. 
Abréviations : Aβ, amyloide bêta ; APP, protéine précurseur d’amyloïde ; MMP-9, Métallopeptidase matricielle 
9 ; ANGPTL-4, angiopoïétine like 4 ; BDNF, Facteur neurotrophique dérivé du cerveau ; NSE-2, énolase 
spécifique des neurones ; DJ-1, Protéine déglycase 

 

Les marqueurs sélectionnés ont été dosés dans le plasma et les EVs par la technique de Luminex 

avec une sensibilité de détection élevée allant jusqu’au picogramme (voir Annexe IV). 
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On a remarqué que les marqueurs pathologiques de la MA (Aβ1-40, Aβ1-42, t-Tau, pTau T81) ne 

changeaient pas alors que des différences significatives ont pu être observées sur un nombre de 

protéines trophiques et inflammatoires analysées chez les CIND-APOE-ε4+. Cela indique que des 

changements précoces dans la régulation de certaines protéines cellulaires peuvent précéder le 

dépôt amyloïde et neurofibrillaire ce qui ouvre de nouvelles perspectives quant au choix des 

marqueurs les plus adaptés pour la détection précoce de la MA.  

Ces variations ont été enregistrées surtout au niveau de sept protéines : lipocaline, S100B, 

ANGPTL-4, pentraxine-2, DJ-1, progranuline et α-synucléine. Ces changements étaient observés 

en majeure partie dans les EVs (n=7) par rapport au plasma (n=2). Ces données indiquent un 

pouvoir discriminatif supérieur des EVs et une meilleure capacité à refléter les changements 

pathologiques précoces que le plasma. De plus, certains marqueurs étaient 10 à 100 fois (NPTX-

2 et S100B, respectivement) plus concentrés dans les EVs que le plasma. Cela peut être expliqué 

par les propriétés biologiques des EVs qui permettraient de mieux conserver l’information 

biologique. En fait, les EVs possèdent une bicouche lipidique imperméable qui protège leurs 

contenus (cargo moléculaire) des dégradations potentielles du système circulatoire causées 

généralement par des protéases ou le foie. Ainsi, le temps de demi-vie de molécules cibles 

encapsulées dans les EVs est supérieur comparé à celui présent dans le sang sous forme libre. 

Certaines molécules d’intérêt en libre circulation peuvent adhérer aussi à d’autres protéines 

plasmatiques ou cellules sanguines (effet de matrice) ce qui diminuerait davantage leur détection. 

Un autre point très important en faveur des EVs, c’est qu’elles pourraient passer à travers la BHE 

du cerveau vers le sang et vice versa, ce qui veut dire qu’elles peuvent refléter et/ou causer des 

processus neurodégénératifs (Kojima et al., 2018; Shi et al., 2014; Skog et al., 2008; Wiklander 

et al., 2015). 

Pour affiner davantage notre recherche, nous avons comparé les participants CIND-APOE ε4+ 

convertis à la MA (CIND-APOE ε4+-MA) à des participants cognitivement normaux recrutés dans 

les mêmes conditions. Nous avons trouvé que les niveaux d’α-Syn (monomères) étaient 

significativement plus faibles chez les CIND-APOE ε4+ convertis à la MA. Cette diminution de la 

forme soluble d'α-Syn pourrait être liée à une accumulation intracellulaire sous forme d'agrégats 

(formes polymériques). Cette observation est importante car des études expérimentales ont lié 

l'accumulation de l’α-Syn à l'agrégation intracellulaire et à l'hyperphosphorylation de tau (Waxman 

& Giasson, 2011) ainsi qu'à la surproduction d’Aβ via des interactions moléculaires spécifiques 

avec la préséniline 1 (Winslow et al., 2014). De plus, il a été suggéré que l'apoE pourrait être 

impliquée dans la distribution d’α-Syn entre la matrice extracellulaire et intracellulaire et que le 



109 

variant APOE ε4 affecte considérablement l'internalisation d’α-Syn (Ogaki et al., 2018). Ces 

données soulignent certains processus biologiques qui pourraient expliquer la conversion des 

patients CIND porteurs d'APOE ε4 vers la MA. En accord avec nos résultats, d’autres études ont 

montré que les niveaux d’α-Syn dans le LCR étaient également associés au risque de la MA chez 

les individus précliniques et MCI (Berge et al., 2016; Vergallo et al., 2018) et qu’ils étaient 

augmentés chez des patients APOE ε4 MCI qui ont progressé vers la MA (Twohig et al., 2018). 

L’α-Syn analysée au niveau des globules rouges s’est avérée aussi plus faibles chez des patients 

MA APOE ε4 comparés à des témoins sains (Baldacci et al., 2019). Néanmoins, il est à noter que 

notre étude montre, pour la première fois, la présence d’α-Syn dans les EVs périphériques. 

Sachant que dans l'analyse des biomarqueurs, une combinaison de marqueurs pourrait être plus 

informative avec un pouvoir discriminatif plus puissant. Dans cet esprit, nous avons trouvé que 

l’α-Syn et la pentraxine-2 (NPTX-2) étaient fortement corrélées entre elles et que le ratio entre 

ces deux protéines synaptiques NPTX-2/α-syn a permis de discriminer entre les participants CIND 

convertis à la MA à des participants qui sont restés cognitivement sains. Leur ratio était 

inversement corrélé au score du MMSE et associé à la présence du variant APOE ε4+. 

L’implication pathologique de la variation du ratio entre ces protéines dans le développement de 

la MA serait liée à leurs fonctions respectives. L’α-Syn joue aussi le rôle d’une protéine 

présynaptique qui contrôle l'exocytose à divers systèmes de neurotransmetteurs dans le cerveau 

en coordonnant la fusion, la libération et le recyclage des vésicules synaptiques (Ghiglieri et al., 

2018). De l’autre côté de la fente synaptique, la NPTX-2 se lie et induit le regroupement des 

récepteurs glutamatergiques postsynaptiques ionotropes de type AMPA pour réguler la plasticité 

synaptique et maintenir la potentialisation à long terme (Dong et al., 2015; Elbaz et al., 2015). 

Ainsi, chacune des deux protéines synaptiques agit simultanément et en parfaite harmonie pour 

assurer la bonne transmission du flux neuronal et tout dysfonctionnement de l’une ou l’autre 

portera atteinte à la transmission synaptique. En tenant compte que la perte synaptique est à 

l’origine du déclin précoce de la mémoire chez les patients Alzheimer (Selkoe, 2002; Xiao et al., 

2017), ce rapport peut être indicatif d'une altération de la fonction synaptique ou de la 

dégénérescence synaptique précoce l’installation même de la maladie. Nos résultats suggèrent 

que le rapport NPTX-2/α-Syn, analysé au niveau des EVs, permet de prédire jusqu’à 5 ans à 

l’avance, l’évolution des participants CIND vers la MA. La force de ce ratio réside dans le reflet 

de sa fonction biologique, sa corrélation inverse aux scores du MMSE, son association à la 

présence de l'allèle APOE ε4 et sa détection chez des individus précliniques avant leur conversion 

à la MA. 
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8.3.2 Étude des marqueurs liés au stress oxydant  

Dans la deuxième partie de notre travail, nous nous sommes intéressés aux marqueurs liés au 

stress oxydant. Le SO est un élément clé dans la physiopathologie de la MA puisqu’il est associé 

à de nombreuses anomalies cellulaires et moléculaires impliquées dans l’incidence de cette 

maladie telles que l'hyperphosphorylation de la protéine tau (Kang et al., 2017), la formation de 

plaques séniles (Cheignon et al., 2018), la neuroinflammation (Agostinho et al., 2010), la 

diminution de la plasticité synaptique (Tönnies & Trushina, 2017) et le dysfonctionnement 

mitochondrial (Misrani et al., 2021). Des études in vitro (Dang et al., 2011; Dang et al., 2010; 

Huang et al., 2013) et in vivo (Huang et al., 2013) ont également analysé l’effet néfaste du SO 

sur la régulation et la survie des cellules neuronales. 

Fait intéressant, les dommages causés par le SO seraient amplifiés chez les patients atteints de 

MA en présence du variant APOE ε4 plutôt que les isoformes ε3 et ε2 (Dose et al., 2016). Dans 

ce contexte, les travaux de Ramassamy et al. ont montré une augmentation de la peroxydation 

lipidique associée à des niveaux de glutathion plus faibles et à des activités réduites de la 

glutathion peroxydase et de la catalase dans l'hippocampe et le cortex frontal de patients MA 

porteurs d’APOE ε4 par rapport à des patients APOE ε3 (Ramassamy et al., 1999; Ramassamy 

et al., 2000). Nos travaux récents ont démontré aussi sur des patients MCI et à différents stades 

de la MA, que certains marqueurs reliés au SO étaient associés au déclin cognitif et qu’ils 

pouvaient être utilisés pour le suivi de l’évolution et la progression de la MA (Perrotte et al., 2019). 

De plus, des résultats obtenus sur des modèles de souris transgéniques et APOE knock-out 

suggèrent que la neurotoxicité médiée par l’APOE ε4 est un événement précoce dans la 

pathologie de la MA (Butterfield & Mattson, 2020; Ramassamy et al., 2001). 

L’ensemble de ces données montre clairement un impact plus élevé du variant APOE ε4 sur les 

lésions cérébrales médiées par le SO. Ainsi, le but de cette partie de l’étude est d’analyser l’effet 

de la présence du variant APOE ε4 sur la modulation de marqueurs du SO (exp., 

apolipoprotéines, protéines carbonylées, protéasome circulant, capacité antioxydante totale) au 

niveau du plasma et des EVs isolées à partir de participants CIND avant leur progression vers le 

stade clinique de la MA. Dans un premier temps ces marqueurs étaient analysés chez des 

individus CIND porteurs ou pas d’APOE ε4 par rapport à des témoins cognitivement normaux. 

Ensuite, les participants CIND étaient subdivisés en deux sous-groupes selon la présence ou non 

d’APOE ε4 et les mêmes marqueurs étaient retestés pour déterminer l’influence potentielle de 

l’isoforme ε4 sur leur régulation. 
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Les apolipoprotéines E, J et D jouent un rôle antioxydant important dans l’homéostasie cérébrale 

(voir section 1.2.3.4) et leur dérégulation est étroitement liée à l’apparition de pathologies 

neurodégénératives. Dans ce sens, un nombre croissant d’études récentes soutiennent leur 

utilisation en tant que nouveaux biomarqueurs de la MA (Koch et al., 2018; Monllor et al., 2021; 

Perrotte et al., 2019). Au niveau du cerveau, l’apoE, l’apoJ et l’apoD sont les apolipoprotéines les 

plus abondantes et les plus étudiées dans le processus de vieillissement normal ainsi que dans 

le cadre de la MA. Ces apolipoprotéines ont été ainsi sélectionnées et analysées par 

chimiluminescence dans la cohorte d’étude. Nos résultats montrent que les niveaux d'apoD 

vésiculaires et plasmatiques étaient plus élevés chez le groupe CIND APOE ε4+ comparé au 

groupe témoin alors que les niveaux d'apoE et d’apoJ étaient similaires dans les deux groupes 

de participants. Il est à noter que notre étude est la première à mettre en évidence la présence 

d'apoE, d'apoJ et d'apoD dans les EVs circulants. En accord avec notre étude, d’autres équipes 

ont trouvé des niveaux d'apoD plus élevés dans le cortex, l'hippocampe et le liquide céphalo-

rachidien de patients atteints de la MA (Terrisse et al., 1998; Thomas et al., 2003), ainsi qu’une 

augmentation de l’expression d’ARNm d’apoD dans les tissus du cerveau de souris MA 

transgéniques (Thomas et al., 2001). 

L’augmentation des niveaux d’apoD très tôt dans la MA, comme le montre notre étude, peut être 

indicatif de son action antioxydante en réponse à une augmentation de SO. À titre d’exemple, les 

niveaux d'apoD augmentent dans des conditions stressantes telles que les lésions cérébrales 

(Franz et al., 1999). De plus, dans un modèle de coculture cellulaire, la protection des cellules 

neuronales contre le SO, induit par le paraquat, a été attribuée à l'apoD vésiculaire libérée par 

les cellules astrocytaires (Pascua-Maestro et al., 2018). L’action antioxydante et neuroprotectrice 

de l’apoD dans le vieillissement normal et les maladies neurodégénératives a été décrite aussi 

en post mortem (Navarro et al., 2013). Dans la MA, l'augmentation de l'expression de l'apoD dans 

plusieurs compartiments cérébraux serait un mécanisme de défense contre les dommages induits 

par le SO (Bhatia et al., 2019). Dans la présente étude, on montre que ce phénomène se produit 

dans la périphérie, jusqu’à 5 ans avant l’installation de la MA. 

Afin d’appuyer davantage ces observations sur l’apoD, on a testé sa corrélation avec les autres 

marqueurs sélectionnés. On a trouvé que l'augmentation des niveaux d'apoD était inversement 

corrélée avec la capacité antioxydante totale (TAC) et positivement corrélée avec l’élévation de 

la concentration en protéines carbonylées (PCs) dans les EVs. La TAC reflète l’activité 

antioxydante des systèmes de défense enzymatiques (CAT, GPx) et non enzymatiques alors que 

les PCs indiquent des dommages oxydatifs au niveau protéique. Ces données impliquent que la 
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régulation à la hausse d’apoD au cours des premiers stades de la MA est un mécanisme actif 

pour contrecarrer d’une part, la diminution progressive de l'efficacité des systèmes antioxydants 

et d’autre part, l’augmentation des dommages oxydatifs. Conformément à notre explication, les 

valeurs de la TAC et du ratio apoJ/D dans les EVs étaient positivement corrélées aux scores du 

MMSE suggérant que ces systèmes antioxydants sont importants pour maintenir une fonction 

cérébrale adéquate et des capacités cognitives normales. Cependant, les niveaux élevés des 

PCs contenues dans les EVs étaient associés à des performances cognitives altérées comme 

l’indique l’analyse univariée avec les scores au MMSE. 

De manière similaire, d’autres études ont rapporté une réduction de la TAC sérique et 

plasmatique chez les patients MCI et MA (Kharrazi et al., 2008; Perrotte et al., 2019), ainsi qu’une 

altération des taux de PCs dans le plasma et le cerveau des patients MA à des stades précoces 

et tardifs de la maladie (Perrotte et al., 2019; Sharma et al., 2020; Sultana et al., 2010). 

Néanmoins, il est important de noter que notre étude est la première à détecter les PCs et les 

apolipoprotéines dans les EVs périphériques, à comparer leurs concentrations vésiculaires et 

plasmatiques, et à les analyser chez des patients au stade préclinique de la MA. 

Sachant le rôle d’APOE ε4 dans le déséquilibre de l’homéostasie redox, les participants CIND 

ont été classés selon le génotype d’APOE. L’analyse des mêmes marqueurs a montré que les 

différences significatives observées auparavant proviendraient plutôt du groupe CIND porteur du 

variant APOE ε4+. Afin de confirmer la relation entre la présence d’APOE ε4+ et la dérégulation 

des marqueurs oxydatifs, nous avons appliqué l’analyse ROC et la régression linéaire. Les 

données de ces tests ont montré également que les changements observés dans les niveaux de 

TAC, EVs apoD et EVs apoJ/D étaient attribués à la présence du variant APOE ε4, tandis que la 

teneur en PCs dans les EVs était légèrement affectée par l'isoforme ε4. D’autres études menées 

chez des patients Alzheimer APOE ε4 ont rapporté aussi une diminution des taux sériques et 

plasmatiques de TAC qui serait causé en partie par la présence de l’isoforme ε4 (Kharrazi et al., 

2008; Pulido et al., 2005). De même, il a été suggéré que les propriétés « toxiques » de la protéine 

apoE4 semblent déclencher une variété de voies oxydatives conduisant à l’oxydation des 

protéines et la dysrégulation des apolipoprotéines (Safieh et al., 2019). Ainsi, l’allèle APOE ε4 

intervient dans la modulation de la balance oxydative en favorisant la perte des fonctions 

protectrices et l’augmentation des dommages oxydatifs.  

Les résultats de notre deuxième papier soutiennent le rôle néfaste du variant APOE ε4 et 

soulignent son impact négatif sur la régulation des systèmes pro/antioxydants ainsi que sa 

contribution au déclenchement précoce de la cascade pathologique de neurodégénérescence, 
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médiée par le SO. D’autre part, nos résultats supportent l’apport alimentaire en antioxydants chez 

les individus CIND à risque de développer la MA. La consommation des antioxydants exogènes, 

telle que recommandée dans le Brain Health Food Guide, peut être une piste intéressante pour 

les stratégies de prévention thérapeutiques dans la MA en particulier chez les porteurs du variant 

APOE ε4. 

8.4 Partie III : Étude du rôle physiologique des EVs dans la clairance des oAβ  

Le rôle des EVs dans les processus physiologiques et pathologiques est décrit mais n’est pas 

complétement élucidé (Yates et al., 2022a; Yates et al., 2022b). Les données de nos deux 

premières publications montrent une altération du nombre d’EVs chez les participants CIND avant 

leur conversion à la MA. Plusieurs études ont montré que la modification du nombre d’EVs est 

associée à certaines pathologies comme l’infarctus du myocarde (Gasecka et al., 2020), 

l’hypertension artérielle pulmonaire (Gąsecka et al., 2021) ainsi que la MA (Peng et al., 2019; 

Perrotte et al., 2020). Cependant, le ou les mécanismes par lesquels cette modification affecte 

l’avènement de la MA n’est pas encore clair. 

Pour conduire cette recherche, nous avons analysé dans un premier temps la capacité d’EVs 

périphériques, isolées à partir d’individus sains, à fixer les oAβ. Ensuite, nous avons identifié les 

protéines de surface des EVs qui sont potentiellement impliquées dans l’association et la 

clairance des oAβ. Enfin, nous avons testé et comparé la distribution d’EVs et la concentration 

de ces protéines de surface entre des participants précliniques asymptomatiques MA et des 

participants cognitivement normaux recrutés dans le cadre de l’étude CSHA. 

Les assemblages oligomères d'Aβ sont considérés comme la cause majeure de la 

neuropathologie qui définit la MA. Notre étude in vitro par NTA a montré que les EVs 

périphériques étaient capables de lier les oAβ. Fait intéressant, les EVs ayant une taille allant de 

50 à 200 nm (sEVs) étaient les sous-types impliqués dans ce processus, ce qui suggère que les 

populations d’EVs de taille supérieure (> 200 nm) ne présentent pas les mêmes propriétés 

fonctionnelles que les sEVs. Dans ce sens, des différences dans la composition des EVs de taille 

différente a été mise en évidence. À titre d’exemple, une nouvelle étude a démontré, sur trois 

lignées de cellules, que les EVs larges (lEVs) étaient enrichies en protéines ribosomiques, 

mitochondriales, nucléaires et de cytokinèse alors que sEVs étaient riches en tétraspanines, les 

protéines ADAM (a disintegrin and metalloproteinase), ESCRT, SNARE (oluble N-

ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) et Rab (Lischnig et al., 2022). 

Dans une autre étude récente, l’analyse protéomique des sEVs et des lEVs d’origine humaine a 
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révélé un profil de protéines ayant des fonctions biologiques distincte et suggère qu’il existe une 

divergence au cours de l’évolution qui a permis de conserver sélectivement certaines protéines 

pour chaque sous-type d’EVs (Lim et al., 2021). Ces résultats suggèrent que le pool protéique 

peut différer entre les EVs de différentes tailles et cela peut avoir des conséquences sur le rôle 

éventuel de chaque sous-population (Kowal et al., 2016; Vagner et al., 2019). Actuellement, les 

nouvelles approches de recherche tentent d'affiner le chevauchement de la taille en étudiant 

séparément chaque sous-population d’EVs (Muraoka et al., 2022; Turner et al., 2022). 

On a émis l’hypothèse que les EVs périphériques peuvent être impliquées dans la clairance des 

oAβ au niveau central. En fait, le cerveau ne contient pas seulement des EVs d’origine neuronale 

(nEVs) mais aussi des EVs d’origine périphérique (pEVs) (Chen et al., 2016; Jakubec et al., 

2020). De plus, il a été démontré que certains stimuli du cerveau déclenchent l’influx des pEVs 

vers les compartiments cérébraux (Kur et al., 2020). Ainsi, l'idée que les pEVs pourraient être 

recrutés pour contrer l’élévation pathologique d'Aß au niveau central est possible. À ce jour, seuls 

les nEVs étaient capables de lier l'Aß dans des conditions expérimentales (Yuyama & Igarashi, 

2017). Ici, nous démontrons, pour la première fois, que les pEVs isolées de participants sains 

étaient aussi capables de lier l'Aß, et plus précisément sa conformation toxique oligomérique, ce 

qui n’a pas été évalué auparavant même sur les nEVs. 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la liaison entre les oAß et les pEVs restent 

méconnus. Nos travaux récents ainsi que les résultats de notre deuxième article (Ben Khedher 

et al., 2021; Haddad et al., 2021) prouvent la présence dans les pEVs de protéines fortement 

impliquées dans le binding des oAß telles que l’apoE (Ghosh et al., 2019), l’apoJ (Zandl-Lang et 

al., 2018) et RAGE (Bongarzone et al., 2017). Cependant, il n’est pas clair si ces protéines sont 

exprimées dans la lumière des pEVs ou à leur surface. Cette information est cruciale pour 

déterminer leur implication ou non dans la liaison aux oAß. Pour répondre à cette question, on a 

utilisé la protéinase K (PK) pour digérer complètement la couronne protéique des pEVs et analysé 

ensuite, par ELISA, la présence des protéines cibles. La PK ne peut pas pénétrer la bicouche 

lipidique et élimine seulement les protéines surfaciques des pEVs. Nos résultats ont révélé que 

l’apoE, l’apoJ et RAGE étaient détectés seulement au niveau des pEVs non traitées par PK et 

que l’apoJ étant la protéine la plus fortement exprimée (jusqu’à 20X plus que RAGE et 80X plus 

que l’apoE). Ces résultats montrent que ces protéines sont localisées sur la partie extérieure des 

pEVs tout en précisant que certaines protéines (apoJ) seraient plus impliquées dans la captation 

des oAß. Cette topologie définit les effets des pEVs vis-à-vis de leur microenvironnement et 

suggère un rôle clé des protéines d’ancrage surfacique dans le processus de liaison du peptide 
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Aβ dans son état oligomère soluble. Ces résultats sont décrits pour la première fois et aucune 

autre étude n’a rapporté de données similaires. 

Nos analyses ont démontré aussi que les pEVs dépourvues de protéines surfaciques (traitées 

avec la PK) étaient capables de lier les oAβ et que la population de pEVs de taille entre 50 et 150 

nm était principalement impliquée dans ce processus. Cela est probablement dû à 

l'enrichissement élevé des membranes des sEVs en lipides et plus particulièrement les 

glycosphingolipides (GSL), la sphingomyéline et le cholestérol (Llorente et al., 2013). En effet, la 

fixation d'Aß sur la couche externe de nEVs (isolées à partir des cellules N2a) a été attribuée à 

la présence de gangliosides, un sous-type de GSL (Yuyama & Igarashi, 2017). D’ailleurs, 

l'élimination de ces GSL, par une endoglycocéramidase a entravé l'association entre les peptides 

Aß et les nEVs, ce qui suggère un rôle clé de ces entités lipidiques dans la reconnaissance et la 

liaison des Aß (Yuyama et al., 2014). Il est à noter que notre fraction de pEVs pourrait renfermer 

des nEVs ce qui pourrait aussi expliquer la liaison observée entre les pEVs traitées avec PK et 

les oAß. L’analyse lipidomique des pEVs est ainsi nécessaire pour confirmer la présence des 

GSL et plus précisément des gangliosides. Nos données suggèrent que les pEVs sont capables 

de lier les oAß à travers leurs composés membranaires lipidiques qui serait une caractéristique 

commune avec les nEVs tout en dévoilant que cette interaction ne se limite pas uniquement aux 

monomères d’Aß mais englobe aussi les formes oligomères toxiques. 

Il restait à déterminer si le complexe pEVs-oAß était dirigé pour infecter d’autres cellules ou pour 

être éliminé ailleurs. Les résultats d’études in vitro et in vivo sont en faveur d’un rôle plutôt 

protecteur des EVs. Dans ce contexte, 86% des pEVs d’origine murine injectées par voie 

intraveineuse chez des souris receveuses étaient captées par la microglie (Li et al., 2018). 

L'injection intracérébrale de nEVs et pEVs de souris dans des modèles animaux de MA 

surexprimant l’Aß, a entraîné une internalisation presque entièrement des clusters EVs-Aβ par 

les microglies (Yuyama et al., 2014; Zheng et al., 2017). De même, il a été démontré que 

l'administration de nEVs, après la perfusion d'oAβ chez des rats a restauré la potentialisation à 

long terme et a diminué la concentration d’Aβ toxique (An et al., 2013). De plus, la perfusion 

intracérébrale continue de nEVs chez des souris transgéniques APP, a réduit la charge amyloïde 

en excès et a limité la perte synaptique (Yuyama et al., 2014; Yuyama et al., 2015). Une seule 

étude a pu donner une explication mécanistique et ce, en attribuant le processus d'internalisation 

des nEVs par la microglie à la présence d’une espèce lipidique en particulier, les 

phosphatidylsérines (PS) faisant partie des glycérophospholipides (GP) (Yuyama et al., 2012). 

Les récepteurs des PS (RPS) sont exprimés sur la membrane microgliale et faciliteraient ainsi la 
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reconnaissance et la phagocytose des nEVs. Dans ce sens, une étude a montré que le blocage 

des RPS avec l'annexine V, une toxine analogue des RPS, a entraîné une inhibition significative 

de l’internalisation des nEVs par les cellules microgliales (Yuyama et al., 2012). D'autre part, des 

études ont montré que l'élimination de l'Aβ par les EVs peut s’effectuer par le biais d'autres 

mécanismes, notamment à travers l'IDE associée à la membrane des EVs (Bulloj et al., 2010; 

Tamboli et al., 2010). Ces travaux suggèrent que les nEVs contribuent à la phagocytose d’Aß 

dans le cerveau via la microglie et probablement dans la périphérie par les macrophages 

exprimant les RPS. Notre travail fournit un nouvel aperçu des propriétés des pEVs liées à la 

liaison et ouvre des perspectives intéressantes quant à leur capacité à éliminer l'Aß. Les études 

futures devraient analyser de manière exhaustive le profil lipidique des pEVs et utiliser des 

modèles cellulaires et animaux appropriés afin de mieux comprendre l’interaction entre les pEVs 

et l'Aß sous ses différentes formes. 

Afin de mieux comprendre les conséquences d’une perturbation de la distribution et de la 

composition des pEVs sur le développement de la MA, on a analysé et comparé le pool des pEVs 

isolées à partir de participants asymptomatiques avant leur conversion à la MA (Pré-MA) par 

rapport à des individus sains. Nos données montrent que les patients pré-MA ont un nombre de 

pEVs plus élevé dont les tailles se situent entre 100 à 200 nm. Fait intéressant, ces EVs font 

partie des sEVs impliquées dans la liaison oAß, comme mis en évidence précédemment dans ce 

travail. Il est à noter que l'accumulation d'Aß est un phénomène précoce dans la pathologie de la 

MA et nous démontrons ici une libération plus élevée de sous-populations de pEVs impliquées 

dans la fixation d'Aß, probablement pour contrer le dépôt progressif d'Aß au début du 

développement de la maladie. De même, il a été rapporté, chez un modèle animal, que la 

présence d'oAß était suffisante pour stimuler la libération des EVs (Vandendriessche et al., 2021). 

Nous nous sommes intéressés ensuite à l’analyse de la cargaison moléculaire des pEVs (apoE, 

apoJ et RAGE) impliquée dans l'élimination de l'Aß. Nos résultats indiquent que l'apoJ, la 

principale protéine exprimée au niveau de la couronne protéique des pEVs par rapport aux trois 

protéines testées, est significativement diminuée chez les patients pré-MA. Cette observation 

remet en question l’efficacité des pEVs à fixer et éliminer les oAß et peut expliquer, au moins en 

partie, la conversion des individus pré-MA vers la MA. D'autre part, l’élévation de la libération des 

pEVs pourrait être un mécanisme de soutien pour compenser l’expression réduite d'apoJ sur la 

membrane lipidique de pEVs. Cependant, la production continue et anormale de pEVs pour 

contrer le dépôt d’Aβ pourrait induire des effets nocifs dans le cerveau par l'activation des cellules 

gliales (Morales-Prieto et al., 2022). Cela peut aussi causer une neuroinflammation et conduire à 

des processus neurotoxiques progressives et irréversibles favorisant l’installation de la maladie. 
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La capacité des pEVs à piéger et à éliminer les oAß, médiée par les lipides et les protéines 

membranaires, semble consolider les mécanismes de défense contre le dépôt graduel de l’Aß au 

début de la maladie. Ce rôle est compromis chez les individus précliniques pré-MA, à en juger 

par la perturbation du nombre et du contenu des pEVs. Notre étude est la première à décrire ce 

mécanisme en lien avec la physiopathologie de la MA et supporte un rôle clé des pEVs dans la 

modulation du risque de la maladie. 

8.5 Limites de l’étude 

Notre étude est parmi les toutes premières études à divulguer les interactions pathologiques entre 

la présence du variant APOE ε4 et la régulation altérée des pEVs (distribution et contenu) et à 

proposer des nouveaux biomarqueurs périphériques précoces chez des individus précliniques 

prédisposés à développer la MA. Cependant, il y a certaines limites à noter. 

8.5.1 Conservation des échantillons biologiques 

Les échantillons de plasma ont été recueillis avant plusieurs années de la date à laquelle les 

analyses biologiques ont été effectuées. Ce laps de temps entre la collecte de plasma et 

l'évaluation des marqueurs n’est pas optimal. De plus, les échantillons biologiques ont été gardés 

à -20°C pendant des années avant d’être conservés à -80 °C. En fait, les conditions de stockage 

du plasma ainsi que les EVs isolées à partir du plasma peuvent affecter le niveau de certaines 

protéines plasmatique ou encore le nombre des EVs. La conservation à long terme (entre 1988 

et 2014) à une température de -80 °C a diminué le taux plasmatique de 18 protéines sur un total 

de 108 protéines testées (Enroth et al., 2016). L'influence de la température et la durée de 

stockage ont été aussi évaluées sur les EVs par quelques études mais les résultats étaient 

divergents. À une température de 37 °C (durant 24h), on observe une augmentation du nombre 

des EVs (Cheng et al., 2019), alors qu’à 4°C ou 20 °C on observe plutôt une diminution de leur 

nombre (Lőrincz et al., 2014). Cette diminution pourra être expliquer par l’augmentation de taille 

moyenne des EVs et ce, après 4 jours de conservation à 4 °C reflétant une possible agrégation 

de ces derniers (Maroto et al., 2017). Contrairement à ces résultats, une autre étude a montré 

une diminution de la taille moyenne des EVs qui étaient conservées à 4 °C (Sokolova et al., 2011). 

Dans ce sens, il a été convenu que la température de –80 °C semble être la condition la plus 

favorable au stockage des fluides biologiques et des EVs (Yuan et al., 2021). Dans notre étude, 

la fluctuation des taux de protéines entre les différents groupes due au stockage est très limitée, 
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puisque tous nos échantillons ont été conservés dans les mêmes conditions, à la même 

température de - 80°C et sans cycle de décongélation.  

Un autre facteur important affectant la stabilité des EVs lors de la conservation est le tampon de 

stockage. Il a été convenu que le PBS est le meilleur tampon du stockage pour les EVs (Witwer 

et al., 2013) et la plupart des études, y compris la nôtre, l’ont utilisé (Kusuma et al., 2018). 

8.5.2 Validation des marqueurs étudiés 

D’autre part, l'évaluation des marqueurs dérivés des pEVs identifiés dans notre travail a été faite 

uniquement au stade CIND, ce qui pourrait être insuffisant pour établir un lien pathologique solide 

entre la variation de ces marqueurs et l’incidence de la MA. Cela implique la nécessité d'explorer 

ces mêmes marqueurs également chez les patients CIND après leur conversion à la MA afin de 

valider une relation de cause à effet. De plus, le profil des marqueurs testés ne reflète pas le 

spectre complet des marqueurs synaptiques, inflammatoires ou oxydatifs, ce qui implique un 

criblage approfondi d'autres candidats dans les recherches à venir. Les recherches futures 

devraient inclure aussi des corrélations avec les données de neuroimagerie et/ou de LCR, en 

plus des tests cognitifs, pour confirmer le lien avec les défauts de fonctionnement au niveau 

central. 

8.5.3 Ethnicité et sexe  

La cohorte d’étude comporte uniquement des participants de race blanche canadiens. Ainsi, 

l'impact possible d'ascendances génétiques spécifiques n'a pas été pris en considération. En fait, 

les effets de l'APOE ε4 sur le risque de MA peut varier selon l'origine ethnique des individus et il 

est suggéré que la déficience cognitive liée à l'APOE ε4 est dépendante de la race (Belloy et al., 

2019; Turney et al., 2020). Dans ce contexte, il a été rapporté que l’effet du variant APOE ε4 sur 

le développement de la MA était faible pour les populations africaines et hispaniques (même ceux 

porteurs la forme homozygote ε4/ε4) et élevée pour les populations caucasiennes ou asiatiques 

(Japon en particulier), malgré une fréquence d'allèle APOE ε4 plus élevée chez les africains et 

les hispaniques (Pericak‐Vance et al., 2017 ; Belloy et al., 2019 ; Tang et al., 1996). Ceci pourra 

être expliquer par la présence d’autres facteurs génétiques, habitudes alimentaires ou style de 

vie qui pourraient freiner voire arrêter l’effet indésirable du variant APOE ε4 sur le développement 

de la MA. Une autre explication, est que le variant ancestral d’APOE ε4, porté majoritairement 

par les populations africaines et hispaniques, n’aurait pas les mêmes effets néfastes que celui 

présent chez les populations caucasiennes ou asiatiques. Ce dernier aurait subi de légères 
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modifications au cours du temps (Belloy et al., 2019). Néanmoins, le mécanisme exact reste à 

déterminer. Nos résultats restent vrais uniquement pour la population testée et d’autres 

investigations devront répliquer nos résultats sur des populations d’origines différentes. L’effet du 

sexe sur les marqueurs identifiés n’a pas été étudié dû au nombre réduit des participants. Même 

si la taille de notre échantillon semblait adéquate puisque certains de nos résultats étaient 

statistiquement significatifs, ceux-ci devront être validés dans de plus grands échantillons, 

permettant aussi leur évaluation selon le sexe biologique. 

8.6 Conclusion générale 

Notre étude a pu établir des nouveaux biomarqueurs qui peuvent prédire jusqu’à 5 ans à l’avance 

le risque de développer la MA. La détection précoce de la MA permettrait d’appliquer plus tôt les 

traitements appropriés ainsi que tous les conseils préconisés en matière de prévention. Cette 

démarche permettra une meilleure prise en charge des personnes à risque. Les marqueurs 

identifiés étaient associés à la présence de l’APOE ε4 connue pour être le facteur de risque 

majeur de la MA sporadique. Nos résultats démontrent l’étendue des effets néfastes du variant 

APOE ε4 au-delà de ces fonctions toxiques connues et soulignent l’importance de l’inclure dans 

la mise en place et l’identification des nouveaux biomarqueurs liés à la MA. 

De plus, notre travail dévoile le rôle émergeant des EVs comme outil innovant dans le diagnostic 

de la MA et soutient leur utilisation dans les stratégies de recherche futures. La combinaison entre 

les marqueurs vésiculaires s’avère être une approche intéressante dans le but ultime d’établir un 

panel de biomarqueurs précoces qui refléterait mieux les processus pathologiques liés à la MA.  

De par leur utilité diagnostique, les EVs seraient aussi des acteurs prépondérants dans la 

cascade de neurodégénérescence comme le laissent suggérer les résultats de notre troisième 

article. Dans ce sens, on considère que les EVs pourraient jouer un rôle paradoxal, qui serait 

bénéfique dans le stade préclinique mais portera préjudice au cours des stades cliniques de la 

MA due à l’exposition continue du cerveau aux EVs. Enfin, l'analyse protéomique et lipidomique 

des EVs reste un atout important pour mieux comprendre l'installation et la progression de la MA. 
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9 PERSPECTIVES 

Afin de confirmer la validité diagnostique de nos marqueurs, il est primordial de répliquer nos 

résultats, obtenus sur la cohorte CSHA, sur d’autres cohortes tout en gardant les mêmes 

techniques d’extraction des pEVs et de dosage (Luminex) afin limiter les variables analytiques. 

Ainsi, grâce à nos projets multilatéraux de collaboration scientifique, nous disposons actuellement 

dans notre laboratoire de recherche de trois cohortes à savoir, la CIMA-Q (Consortium pour 

l’identification précoce de la maladie d’Alzheimer), PREVENT-AD (Pre-symptomatic Evaluation 

of Experimental or Novel Treatments for Alzheimer Disease), et une cohorte de l’hôpital de 

Sherbrooke à Québec. Ces cohortes comportent toutes le stade préclinique de la MA et certaines 

les différents stades de la MA, ce qui nous permettra de suivre le comportement de ces 

marqueurs au cours de la maladie et déduire, ou pas, une relation cause/effet. D’autres part, ces 

cohortes offrent la possibilité de corréler nos analyses avec les données de neuroimagerie (IRM, 

TEP) mais aussi les dosages des protéines toxiques (Aβ et Tau) dans le LCR, ce qui est un atout 

majeur pour les études visant à établir des biomarqueurs fiables pour le diagnostic de la MA. Un 

autre point important est le nombre des participants (témoins et patients) qui va être élargi afin 

d’augmenter la puissance statistique et se conformer aux exigences des protocoles standards 

des études épidémiologiques. 

Notre travail s’est intéressé à l’effet de la présence du variant APOE ε4 sur la régulation des 

marqueurs étudiés. Des études récentes montrent des effets ethniques remarquables du variant 

APOE ε4 sur le risque de MA et il est suggéré que les troubles cognitifs liés à l'APOE ε4 sont 

dépendants de la race (Belloy et al., 2019; Turney et al., 2020). Dans une perspective à moyen 

terme, on vise à répliquer nos résultats sur des cohortes d’ethnicité différente notamment en 

Afrique (Tunisie) et en Amérique Latine (Brésil), ce qui permettra de vérifier la validité de nos 

marqueurs sur une échelle beaucoup plus grande et ce, dans le but de mettre en place un test 

diagnostique fiable à l’ensemble des malades au risque de développer la MA. 

Les résultats de notre troisième article ont suscité l’intérêt pour conduire une analyse lipidomique 

ciblée et approfondie sur certaines entités lipidiques suspectées d’être présentes au niveau des 

EVs. La révélation de ces composés ouvrira des nouvelles perspectives quant au rôle des EVs 

dans la physiopathologie de la MA et pourrait servir de base pour des nouveaux modèles de 

traitement de la MA. Dans ce contexte, on a commencé une double collaboration avec l’Institut 

de cardiologie de Montréal (Plateforme métabolomique / LC-QToF-MS) et le laboratoire de 

neuroprotéomique à l’Université UNICAMP au Brésil qui a une renommée internationale dans les 

analyses lipidomiques. On dispose actuellement de résultats préliminaires fort encourageants qui 
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devront se confirmer sur un nombre plus grand d’échantillons et qui permettront d’ouvrir les portes 

vers des nouvelles applications des EVs. 

On se propose aussi d’élargir le nombre de biomarqueurs potentiels, surtout au niveau du stade 

préclinique de la MA, en ciblant à titre d’exemple des miRNA, des facteurs de croissance ou 

encore des marqueurs d’inflammation. Ces marqueurs vont être dosés simultanément dans les 

EVs (corona et lumière) et le plasma pour comparer la pertinence diagnostique de chaque 

compartiment. Ces données devront aussi être corrélées aux différents génotypes du gène APOE 

pour déduire l’effet potentiel de l’empreinte génétique sur la régulation de ces biomarqueurs. 

Enfin, les résultats de notre projet ont permis de montrer que les pEVs représentent un outil de 

diagnostic innovant au stade précoce de la MA et ouvrent des nouveaux espoirs pour l’élaboration 

d’un test diagnostique rapide, sensible, à faible coût et de routine qui permettra de prédire assez 

tôt le risque de développer la MA. Le champ d’application des EVs comme outil diagnostique ne 

devrait pas se limiter à la MA et d’autres maladies neurodégénératives devront bénéficier des 

avancées majeures sur les EVs. 
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11 ANNEXE I 

Critères diagnostiques NINCDS-ADRDA de la MA (Dubois et al., 2007) 

- syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par le Mini-Mental State 

Examination (MMSE), le Blessed Dementia Scale ou tout autre test équivalent et confirmé par 

des preuves neuropsychologiques 

- déficit d’au moins deux fonctions cognitives  

- altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives  

- absence de trouble de conscience  

- survenue entre 40 et 90 ans, le plus souvent au-delà de 65 ans  

- en l’absence de désordres systémiques ou d’une autre maladie cérébrale pouvant rendre 

compte par eux-mêmes, des déficits mnésiques et cognitifs progressifs  

 

2. Ce diagnostic de maladie d’Alzheimer probable est renforcé par : 

 - la détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie), les habilités motrices 

(apraxie) et perceptives (agnosie) 

- la perturbation des activités de la vie quotidienne et la présence de troubles du comportement - 

une histoire familiale de troubles similaires surtout si confirmés histologiquement  

- le résultat aux examens standards suivants : 

- normalité du liquide céphalo-rachidien  

- EEG normal ou siège de perturbations non spécifiques (présence d’ondes lentes)  

- présence d’atrophie cérébrale d’aggravation progressive  

 

3. Autres caractéristiques cliniques compatibles avec le diagnostic de maladie d’Alzheimer 

probable après exclusion d’autres causes :  

- période de plateaux au cours de l’évolution  

- présence de symptômes tels que dépression, insomnie, incontinence, idées délirantes, illusions, 

hallucinations, réactions de catastrophe, désordres sexuels et perte de poids. Des anomalies 

neurologiques sont possibles surtout aux stades évolués de la maladie, notamment des signes 

moteurs tels qu’une hypertonie, des myoclonies ou des troubles de la marche.  

- crises comitiales aux stades tardifs  

- scanner cérébral normal pour l’âge 
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4. Signes rendant le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable incertain ou improbable   

- début brutal  

- déficit neurologique focal tel déficit du champ visuel, incoordination motrice  

- crises convulsives ou troubles de la marche en tout début de maladie  

 

5. Le diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer possible :  

- peut être porté sur la base du syndrome démentiel, en l’absence d’autre désordre neurologique, 

psychiatrique ou systémique susceptible de causer une démence, en présence de variante dans 

la survenue, la présentation ou le cours de la maladie ;  

- peut être porté en présence d’une seconde maladie systémique ou cérébrale susceptible de 

produire un syndrome démentiel mais qui n’est pas considérée comme la cause de cette 

démence ;  

- et pourrait être utilisé en recherche clinique quand un déficit cognitif sévère progressif est 

identifié en l’absence d’autre cause identifiable.  

 

6. Les critères pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine sont :  

- les critères cliniques de la maladie d’Alzheimer probable ; 

- et la preuve histologique apportée par la biopsie ou l’autopsie. 

 

Dubois B, Feldman HH, Jacova C, Dekosky ST, Barberger-Gateau P, Cummings J, 

Delacourte A, Galasko D, Gauthier S, Jicha G, Meguro K, O'Brien J, Pasquier F, Robert P, 

Rossor M, Salloway S, Stern Y, Visser PJ & Scheltens P (2007) Research criteria for the 

diagnosis of Alzheimer's disease: revising the NINCDS-ADRDA criteria. Lancet Neurol 

6(8):734-746. 
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12 ANNEXE II 

Mini Mental State Examination (MMSE) (Version consensuelle du Groupe de 
Recherche et d’Évaluation des outils Cognitifs GRECO) 
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Score total = 30 (1 point pour chaque réponse correcte). 

- Stade MA légère : 25 > score > 19,  

- Stade de MA modérée (19 > score > 10)  

- Stade de MA sévère (score < 10) 

 

Remarque : 

Cette version n'est pas celle qui a été utilisée dans notre cohorte CSHA puisque l'on se servait 

du 3MS.  

 

Kalafat M, Hugonot-Diener L, Poitrenaud J. Standardisation et étalonnage français du ‘Mini 

Mental State’ (MMS) version GRECO. Revue de Neuropsychologie, 2003 ; 13 : 209–236.
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13 ANNEXE III 

Exemple de lettre de consentement de la CSHA-1 (a) 
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Exemple de lettre de consentement de la CSHA-2 (b) 
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14 ANNEXE IV 

Tableau 14.1 Limite de détection par la technique Luminex des protéines étudiées 

Numéro Protéines Concentration (pg/ml) 

1 DJ-1 49.1 

2 PrGN 195 

3 α-Syn 5.16 

4 APP 349 

5 NSE 140 

6 BDNF 0.32 

7 MMP-9 13.6 

8 LCN-2 29.2 

9 S100B 4.34 

10 NPTX-2 1.66 

11 ANGPTL-4 86 

12 Aβ
1-40

 6.2 

13 Aβ
1-42 

1.3 

14 t-Tau 8.9 

15 p-Tau181 0.7 
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15 ANNEXE V 

Liste des communications (orales et par affiche) 
 
1. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Effect of APOE ε4 allele on levels of apolipoproteins E, J, and D, and redox signature in 
circulating extracellular vesicles from cognitively impaired with no dementia participants 
converted to Alzheimer’s disease. 12ème édition du Congrès Armand-Frappier (CAF 2021). 
Laval 8-12 Novembre 2021, Canada 
 
2. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Circulating extracellular vesicles as tools to predict Alzheimer's disease and different forms of 
dementia. 
14th Canadian Association for Neuroscience (CAN 2021). 
Vancouver 22- 25 Août 2021, Canada 
 
3. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Effect of APOE ε4 allele on levels of apolipoproteins E, J, and D, and redox signature in 
circulating extracellular vesicles from cognitively impaired with no dementia participants 
converted to Alzheimer’s 
disease. Society for Redox Biology and Medicine's 28th Annual Conference (SfRBM 2021). 
Savannah 15-18 July 2021 USA. 
 
4. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Apolipoprotein E4-driven effects on inflammatory and neurotrophic factors in peripheral 
extracellular vesicles from cognitively impaired not demented participants converted to 
Alzheimer’s disease. 
Alzheimer’s Association International Conference (AAIC 2021). 
Denver 26-30 July 2021, USA 
 
5. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Levels of neuronal factors in circulating extracellular vesicles predict the progression of 
preclinical subjects to Alzheimer’s disease in APOE ε4 carriers. 
10th International Society of Extracellular Vesicles (ISEV 2021). 
Lyon 19-23 May 2021, France 
 
6. Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Danielle Laurin, Charles Ramasssamy. 
Recherche des biomarqueurs périphériques précoces de la démence chez des sujets à risque 
ayant un déficit cognitif mais non déments. 
11ème Édition du Congrès Armand–Frappier (CAF 2019). 
Saint-Sauveur, Quebec 28-31 October 2019, Canada 
 
7. Morgane Perrotte Mohamed Raâfet Ben Khedher, Mohamed Haddad, Tamas Fülöp, 
Charles Ramasssamy. Patterns of apolipoproteins J, D and oxidative markers in circulating 
extracellular vesicles from MCI and Alzheimer’s patients. 
International Society of Extracellular Vesicles (ISEV 2020). 
Philadelphia 20-24 May 2020, USA 
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16 ANNEXE VI 

Liste des bourses, prix d’excellence et distinctions  
 
1. Prix Relève étoile Jacques-Genest pour la meilleure publication scientifique dans le domaine 

de la santé. Décerné par Fonds de recherche du Québec – Santé (FRQS) en Avril 2022. 

 

2. Prix de Congrès scientifique. Décerné par Fédération Européenne des Sociétés de 

Neurosciences-IBRO/PERC en Avril 2022. 

 

3. Bourse de voyage. Décernée par TD Assurance en Avril 2022. 

 

4. Bourse de voyage. Décernée par Institut Vieillissement et la participation sociale des aînés 

(IVPSA) en Novembre 2021. 

 

5. Prix d’excellence pour la meilleure publication scientifique 2021. Décerné par Réseau 

Québécois de Recherche sur le Vieillissement (RQRV) en Juillet 2021. 

 

6. Bourse d’excellence pour les études doctorales. Décernée par Fondation Armand-Frappier 

pour l’année universitaire 2021-2022. 

 

7. Bourse d’excellence pour les études doctorales. Décernée par Fondation Armand-Frappier 

pour l’année universitaire 2020-2021. 

 

8. Bourse d’excellence pour financer la mobilité scientifique. Décernée par Mitacs Globalink 

Research Award en Mars 2020. 

 

 


