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RÉSUMÉ 

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui ne dispose d'aucun 

traitement efficace ni de diagnostic certain. Actuellement, le diagnostic probable de la MA montre 

plusieurs limites et reste un événement tardif durant lequel le cerveau aurait déjà subi des 

dommages irréversibles. Ainsi, il est important d'identifier des marqueurs permettant de 

diagnostiquer la maladie le plus précocement possible. Les produits avancés de glycation (AGEs) 

tel que la pentosidine et le carboxylméthyl lysine (CML), leurs précurseurs méthylglyoxal (MG) et 

glyoxal (GO) ainsi que leur enzyme de dégradation la glyoxalase 1 (GL0-1) et leur récepteur 

RAGE, sont connus pour être impliqués dans la MA. Cependant, leurs concentrations sériques 

et dans les vésicules extracellulaires (EVs), chez des patients à risque de développer la MA (MCI) 

et des patients à différents stades de la MA, restent inconnues. Également, on ne connaît pas 

l'effet des AGEs et leurs précurseurs sur les niveaux d'expression et de libération vésiculaires 

des marqueurs neurotrophiques, inflammatoires et neurodégénératifs impliqués dans la 

physiopathologie de la MA. Nos résultats suggèrent que les taux sériques de CML augmentent 

au début de la MA tandis que les niveaux vésiculaires de ce même AGEs diminuent au stade 

modéré. Cependant, les niveaux de pentosidine ne varient pas entre les groupes. Les niveaux de 

RAGE dans les EVs diminuent chez les patients MCI et atteints de la MA aux stades précoce et 

modéré par rapport aux patients de stade avancé. Les niveaux vésiculaires de GL0-1 diminuent 

au début de la MA par rapport aux témoins et aux patients MCI. Fait intéressant, les niveaux du 

CML, de RAGE et de GL0-1 corrèlent avec les scores cognitifs. Les niveaux sériques de MG et 

de GO sont plus élevés chez les patients MCI permettant de différencier ces derniers des 

personnes saines et atteintes de la MA. De plus, nous avons montré que les neurones sont 

capables de libérer le CML, RAGE et GL0-1 et d'autres protéines neurotrophiques et 

inflammatoires dans les EVs. Le MG et le GO altèrent également les taux neuronaux et 

vésiculaires de certains facteurs neurotrophiques et inflammatoires impliqués dans la MA. En 

conclusion, nos travaux démontrent la pertinence d'utiliser les taux vésiculaires et sériques des 

AGEs, leurs précurseurs et leur récepteur pour le diagnostic précoce et l'évaluation de la 

progression de la MA. Ces résultats suggèrent l'utilisation des traitements contre les AGEs et 

leurs précurseurs pour prévenir le développement de la MA. 

Mots clés : maladie d'Alzheimer, carboxylméthyl lysine (CML), RAGE, glyoxalase 1, 

méthylglyoxal, glyoxal, vésicules extracellulaires. 
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ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease with no effective treatment and no 

definitive diagnosis. Currenlly, the probable diagnosis of AD shows several limitations and is only 

identified at a late stage once the brain has suffered irreversible damages. lt is therefore important 

Io idenlify early and easily accessible biomarkers. Advanced glycalion products (AGEs) such as 

pentosidine and carboxylmethyl lysine (CML), their precursors methylglyoxal (MG) and glyoxal 

(GO), their detoxification enzymes glyoxalase 1 (GL0-1) and their receptors RAGE are known Io 

be involved in AD. However, their serum and extracellular vesicle (EVs) levels in patients at risk 

for developing AD (MCI) and patients al different stages of AD remain unknown. Moreover, the 

effect of AGEs and their precursors on the expression levels and release of neurotrophic, 

inflammatory and neurodegenerative markers involved in the pathophysiology of AD is unknown. 

Our results showed that serum CML levels increase al the onset of AD whereas, ils vesicular 

levels decreased during the moderate stage. However, the levels of pentosidine do no! vary 

between groups. RAGE levels in EVs decreased in MCI as well as mild and moderate stages of 

AD patients compared Io patients in the severe stage. EVs GL0-1 levels decrease at the onset 

of AD compared Io controls and MCI patients. lntereslingly, the levels of CML, RAGE and GL0-

1 correlated with cognitive scores. Serum MG and GO levels are higher in MCI patients and allow 

the differentiation of this stage from control and AD subjects. ln addition, we have shown that 

neurons are able to release CML, RAGE and GL0-1 and other neurotrophic and inflammatory 

factors in EVs. Additionally, MG and GO alter neuronal and vesicular levels of some neurotrophic 

and inflammatory factors involved in AD. ln conclusion, this work shows the relevance of using 

vesicular and serum levels of AGEs, their precursors and their receptors for the early diagnosis 

and evaluation of AD progression. These results also confirm the need Io develop treatments 

against AG Es and their precursors Io prevent the development of AD. 

Keywords: Alzheimer's disease, carboxylmethyl lysine, RAGE, glyoxalase 1, methylglyoxal, 

glyoxal, extracellular vesicles. 
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1 CHAPITRE 1: REVUE DE LITTÉRATURE 

1.1 La maladie d'Alzheimer 

1.1.1 Généralités 

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par une perte 

progressive et irréversible des neurones du système nerveux central (SNC). La perte neuronale 

débute au niveau du cortex enthorinal et de l'hippocampe et progresse dans différentes régions 

corticales du cerveau. Au niveau neuropathologique, les coupes des cerveaux des personnes 

atteintes de la MA montrent la présence anormale de plaques séniles (PS) correspondant à 

l'accumulation extracellulaire du peptide bêta amyloïde (Al3) et d'enchevêtrement neurofibrilllaires 

(ENF) dû à l'hyperphosphorylation de la protéine tau (Nelson et al., 2007). La MA a été décrite 

pour la première fois par le docteur Aloïs Alzheimer, un médecin psychiatre allemand, lors de 

l'examen neurologique d'une patiente qui présentait des problèmes de mémoire, de 

compréhension et des déficits comportementaux. Comme décrit par le médecin allemand, la 

déficience de mémoire (l'incapacité à retenir des informations récentes) est considérée le 

symptôme principal de la MA. En plus, le sujet atteint souffre d'une détérioration du langage et 

une altération de la capacité à réaliser des activités. Ces signes cliniques s'aggravent à fur et à 

mesure que la maladie progresse pour finir par la perte d'autonomie du patient (Snowden et al., 

2011 ). 

La MA est le type de démence le plus fréquent. Elle représente environ 60 à 70 % des cas. Sa 

prévalence augmente avec l'âge et le nombre de personnes atteintes devrait dépasser 131 

millions dans le monde d'ici 2050. La MA touche 10% des individus âgés de plus de 65 ans et 

environ 50% âgées de plus de 85 ans (Zvel'ovà, 2019). 

Il existe deux formes de la MA, la forme familiale ou appelée encore la forme héréditaire et la 

forme sporadique. La forme familiale présente 1 à 5 % des cas. Elle se caractérise par l'apparition 

des symptômes cliniques à un âge inférieur à 60 ans. Elle est directement liée aux mutations des 

trois gènes :-la -protéine précurseur de l'amyloïde bêta (APP), préséniline~1 (PSEN1) et 

préséniline-2 (PSEN2) qui ont un impact direct sur les taux ou l'agrégation d'A13 (Bertram et al., 

2010). La deuxième forme est la forme sporadique qui constitue la grande majorité des cas (95 

à 99 %). Celle-ci se caractérise par l'apparition tardive des signes cliniques à un âge supérieur à 

60 ans. Le déclenchement de cette forme est associé à des causes complexes et inconnues, 

incluant de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. 
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1.1.2 Physiopathologie 

La présence des PS et des ENF dans les cerveaux des personnes atteintes constitue la marque 

distinctive de la MA (figure 1 ). Par contre, La physiopathologie de cette maladie n'est pas 

complètement connue et reste un phénomène complexe lié à de multiples facteurs. 

Plaque sénile : 
agrégation 

d'A~ 

Enchevêtrement 
neurofibrillaire : 

agrégation de tau 
hyperphosphorylée 

Figure 1: Les marqueurs histopathologiques de la maladie d 'Alzheimer (modifié de (Nelson et al., 2012)) 

Les plaques amyloïdes béta (flèches vertes) et les enchevêtrements neurofibrillaires (flèches bleu) au niveau du cortex 
cérébral d'un patient atteint de la MA. 

1.1.2.1 Le peptide amyloïde bêta 

La MA est caractérisée par une accumulation anormale du peptide A~ dans le cerveau. Malgré 

son rôle clé dans la physiopathologie de la MA, le peptide A~ généré dans le cerveau et par les 

tissus périphériques joue également d'autres rôles biologiques. En effet, l'A~ fonctionne comme 

des peptides antimicrobiens puisqu 'il inhibe la croissance et engendre la mort des agents 

pathogènes qui interviennent dans plusieurs modèles d'infection (Kumar et al., 2016; Soscia et 

al., 2010). A des concentrations physiologiques (de l'ordre de pico molaire), le peptide A~ 

provoque l'amélioration de l'apprentissage et de la mémoire (Morley & Farr, 2014 ). En plus, il joue 

un rôle d'antioxydant qui empêche la mort neuronale causée par les dommages oxydatifs induits 

par les métaux de transition et favorise également la croissance et la survie des neurites (Koo et 

al. , 1993; Zou et al. , 2002). Ce peptide est un produit de clivage de la protéine membranaire APP. 

Cette dernière est exprimée dans de nombreux tissus, en particulier dans les synapses des 

neurones. La fonction physiologique précise de cette protéine est mal connue, mais elle joue un 

rôle important dans diverses activités biologiques, notamment le développement neuronal, le 

transport intracellulaire et d'autres aspects de l'homéostasie neuronale telles que la croissance 
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et la survie. L'APP est aussi impliquée dans la liaison et le transport des métaux comme le fer et 

la régulation de la transcription des gènes (Gralle & Ferreira, 2007; Turner et al. , 2003). Chez 

l'humain, l'APP peut être clivé selon deux voies : la voie amyloïdogénique et la voie non 

amyloïdogénique (figure 2). 

Voie non amyloïdogénique Voie amyloïdogénique 

APPs-a 

1 p3 

,~~-· 

APP a-CTF APP 13-CTF 

Figure 2: Schéma de deux voies de cl ivages de l'APP (modifié de (Thinakaran & Koo, 2008)) 

Dans la première voie (non amyloïdogénique), l'a sécrétase clive l'APP à la position du 83ème 

résidu du côté C-terminal donnant naissance à une partie N-terminal APPa soluble (sAPPa) qui 

est secrétée dans le milieu extracellulaire. Le fragment de 83 acides aminés (CTFa) restant est 

clivé par la suite par une deux ième enzyme la y sécrétase. Cette action permet de générer le 

domaine intracellulaire de l'APP (AICD) et un peptide P3. La deuxième voie (amyloïdogénique) 

commence par le clivage de l'APP par la ~ sécrétase au niveau du 99ème résidu du côté C­

terminal. Cette action aboutit à la libération du sAPP~ dans l'espace extracellulaire et d'un 

fragment C99, CTF~. Le fragment restant (C99) subit un clivage par la y sécrétase et produit 

l'AICD et différentes longueurs de peptide A~ (Macias et al., 2014; Olsson et al., 2014). 

Majoritairement, on retrouve la forme A~142 (42 acides aminés) qui est considérée la plus 

dominante dans la structure des plaques séniles à cause de son aspect hydrophobe et sa 

tendance à l'agrégation. En plus de cette forme, on retrouve la forme A~1-40 (40 acides aminés) 

et d'autres fragments de différentes tailles, mais en proportions moindres (Clementi et al., 2005; 

Wang et al., 1996). Le peptide A~ monomère libéré par le clivage amyloïdogénique de l'APP 
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s'agrège en divers types d'assemblages, notamment des oligomères, des protofibrilles et des 

fibrilles. Les fibrilles d'amyloïdes sont plus grosses et insolubles et peuvent encore s'assembler 

sous forme de PS, tandis que les formes oligomériques d'amyloïdes sont solubles et peuvent se 

propager dans tout le cerveau (Chen et al., 2017). Les PS sont majoritairement constitués par 

des agrégats du peptide AP. Cependant, de nombreuses molécules ont été trouvées dans la 

composition de ces plaques telles que les apolipoprotéines E et J, les phospholipides, les ARN, 

les ions métalliques (Fe2+, Cu2• et Zn2•) ainsi que les produits avancés de glycation (AGEs) 

(Morgan et al., 2004). 

L'accumulation et l'agrégation d'AP dans le cerveau dépendent de son homéostasie qui implique 

à la fois sa production, son transport et sa dégradation. Ce peptide est produit dans le SNC et 

dans les tissus périphériques. Le récepteur des produits avancés de glycation (RAGE) favorise 

le transport d'AP du sang au cerveau à travers la barrière hémato encéphalique (BHE). Le 

récepteur des lipoprotéines« Lipoprotein receptor-related protein-1 » (LRP1) est responsable du 

transport de ce peptide du cerveau vers le sang (Deane et al., 2003; Zlokovic et al., 2010). Le 

transport d'AP est influencé également par sa liaison aux protéines de transport tel que l'Apo 

lipoprotéine E et J (apoE, apoJ) et l'a2-macroglobuline. L'AP peut être dégradé grâce à des 

enzymes protéolytiques tels que la néprilysine, l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE), 

l'enzyme de dégradation de l'insuline (IDE), la plasmine et les métalloprotéines (MMP) (Baranello 

et al., 2015). 

Les causes de développement de la MA restent inconnues. Cependant, différentes hypothèses 

ont été proposées pour expliquer l'origine des effets observés au cours de cette maladie. 

L'hypothèse de la cascade amyloïde propose que l'agrégation de l'AP en plaques conduise à la 

neurotoxicité et à la démence par le biais d'effets cytotoxiques chevauchants contribuant à la 

pathogenèse de la MA (Hardy & Allsop, 1991 ). La formation des agrégats d'AP peut se réaliser 

par deux différentes réactions dont l'une est dépendante de la présence des métaux. Les 

agrégats d'AP non métallique forment des oligomères solubles et des fibrilles d'amyloïde, tandis 

que les agrégats d'AP métallique forment des agrégats et des oligomères plus réticulés par des 

liaisons c0valentes-(Atw0od et al., -2000), L'agré§ation d'AP p0urrait induire la producti0n des 

radicaux libres tels que les espèces réactives d'oxygènes (ROS) qui réagissent rapidement avec 

les protéines ou les lipides, entraînant la formation de protéines oxydées et de lipides peroxydés. 

Ce phénomène d'agrégation pourrait se produire sur les membranes neuronales provoquant la 

peroxydation des lipides, la perturbation d'intégrité membranaire et le dysfonctionnement des 

transporteurs de glucose et du glutamate (Mattson, 2004 ). L'agrégation d'AP peut également 
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altérer l'équilibre d'oxydation au sein des neurones en diminuant l'expression des enzymes 

antioxydants et en augmentant les ROS produits. À l'inverse, les ROS peuvent provoquer la 

libération et l'agrégation d'A~. De plus, ce peptide perturbe l'homéostasie intracellulaire du 

calcium et provoque l'oxydation d'ADN , le dysfonctionnement mitochondrial et la phosphorylation 

de la protéine tau. Ces conséquences altèrent la capacité neuronale à mener des activités 

physiologiques normales et conduit à la neurodégénérescence (Selkoe & Hardy, 2016). Des taux 

élevés et une agrégation contenue d 'A~ provoquent une activation des microglies et des 

astrocytes qui libèrent des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires. En conséquence, un 

état de neuro inflammation s'installe et cause la perte des synapses et la mort neuronale (Heneka 

et al., 2015). 

1.1.2.2 La protéine tau 

La protéine tau (tubulin associated unit) est la principale protéine associée aux microtubules (MT} 

des neurones. Elle joue un rôle important dans l'assemblage et la stabilisation des microtubules , 

ainsi que dans le transport axonal des organelles et des biomolécules (Sotiropoulos et al. , 2017; 

Weingarten et al., 1975). Dans le cerveau humain , il existe six isoformes de tau qui sont codés 

par un seul gène situé sur le chromosome 17 et qui sont exprimés en raison de l'épissage 

alternatif des exons 2, 3 et 1 O. Les exons 2 et 3 codent pour des répétitions dans la partie N­

terminale de la protéine alors que l'exon 10 code pour des répétitions dans la partie de liaison au 

MT. Les six isoformes ont des longueurs qui varient entre 352 à 441 acides aminés. Ils peuvent 

contenir ou non un ou deux inserts ami no-terminaux (ON, 1 N ou 2N) et trois ou quatre répétitions 

dans le domaine de liaison aux MT (3R ou 4R) (figure 3) (Goedert et al., 1989; Himmler et al. , 

1989). 

:::i 2N4R l1l -QI 1N4R 
" Ill ON4R QI 

E 
2N3R ... 

0 ..... 
1N3R 0 

.!!J. 
ON3R 

Domaine de 
projection 

1 lnserts 

N-terminal 

Domaine de liaison 
aux microtubules 

262 441 

C-terminal 

Figure 3: Représentation graphique des isoformes de la protéine tau (Simié et al., 2016) 
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Le fonctionnement normal de la protéine tau dépend de son degré de phosphorylation. La forme 

la plus longue de cette protéine contient 85 sites de phosphorylation qui touchent les acides 

aminés sérines (Ser), thréonines (Thr) et tyrosines (Tyr). Le degré de la phosphorylation de tau 

est modulé par des kinases et des phosphatases (Avila et al., 2004; Lindwall & Cole, 1984). Il 

existe des kinases spécifiques pour la phosphorylation des sérines et thréonines suivies d'une 

proline (motifs Ser-Pro et Thr-Pro) nommées (PDPK) « proline directed protein kinases». Parmi 

cette famille, on retrouve les deux kinases GSK3~ (Glycogen Synthase Kinase) et cdk5 (Cyclin 

Dependant Kinase 5). Les autres kinases qui n'appartiennent pas à la famille PDPK, telles que 

la (CK1) « casein kinase 1 » , les (MARKs) « microtubule affinity-regulating kinases» la (PKA) 

« cyclic AMP-dependent protein kinase A», la (DYRK-1A) «dual specificity tyrosine­

phosphorylation regulated kinase 1A »,la (Fyn) « Proto-oncogene tyrosine-protein kinase» et la 

(Syk) « Spleen tyrosine kinase » phosphorylent les sites non suivis de proline (Morishima­

Kawashima et al., 1995; Noble et al., 2013). Les principales phosphatases impliquées dans la 

déphosphorylation de la protéine tau sont les protéines phosphatase 1, 2A et 5 (PP1, PP2A, et 

PP5) (Liu et al., 2005). 

Dans les conditions physiologiques du cerveau humain, la présence de molécules de phosphate 

sur la protéine tau ne dépasse pas 3 molécules. Dans des conditions pathologiques comme le 

cas de la MA, l'hyperactivation des kinases et la diminution de l'activité des phosphatases 

provoquent une hyperphosphorylation de la protéine tau. Cette phosphorylation excessive 

entraîne le détachement de tau des MT, la formation des agrégats oligomériques et leur 

accumulation sous forme d'ENF intracellulaire, une caractéristique pathologique de la MA (lqbal 

et al., 2010). Cette accumulation anormale entraîne à son tour une altération de la physiologie 

neuronale et synaptique conduisant à la mort des neurones (figure 4) (lqbal et al., 2009; Simié et 

al., 2016). 
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Figure 4: Schéma de l'hyperphosphorylation de la protéine tau et la formation des enchevêtrements 
neurofibrillaire intracellulaire (modifié de (Barron et al., 2017)) 

L'activation des kinases provoque la phosphorylation de la protéine tau et son détachement de microtubules . La 
formation des agrégats oligomériques et leur accumulation sous forme d'ENF intracellulaire favorisent la mort 
neuronale. 

Selon l'échelle de Braak et Braak, les ENF apparaissent tout d'abord dans la région trans­

entorhinale, puis s'étendent vers la région limbique et enfin dans les zones corticales. Cette 

propagation pathologique de tau corrèle avec la progression des symptômes cognitifs et cliniques 

de la MA (Braak & Braak, 1991 ). De manière générale, l'accumulation intracellulaire des agrégats 

de tau provoque une toxicité au sein de la cellule. En outre, les oligomères solubles peuvent 

facilement se propager entre les cellules et causer la phosphorylation et l'agrégation de tau 

menant à la mort de la cellule réceptrice (Guerrero-Murïoz et al., 2015; Li et al., 2018b ). La 

propagation de cette protéine dans les différentes régions du cerveau peut s'expliquer par 

plusieurs mécanismes. En effet, tau est libéré de la cellule lors de la sécrétion des vésicules 

synaptiques (Pooler et al., 2013). Elle peut aussi se trouver dans le contenu des vésicules 

extracellulaires telles que les exosomes (Saman et al., 2012). De plus, la translocation directe à 

travers la membrane et le transport par des nanotubes favorisent sa libération (Katsinelos et al., 

2018; Tardive! et al., 2016). Différentes modalités permettent à cette protéine de rejoindre la 

cellule réceptrice. Elle peut être captée de l'espace extracellulaire par endocytose, 

macropinocytose et par la fusion de la membrane des vésicules extracellulaires avec la 

membrane de la cellule réceptrice (Wu et al., 2013). De plus, il a été montré que la microglie et 
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les astrocytes peuvent phagocyter la protéine tau extracellulaire et favoriser sa propagation (Asai 

et al., 2015; Martini-Stoica et al., 2018). 

1.1.2.3 Stress oxydatif et dysfonctionnement mitochondrial 

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux libres et leur 

neutralisation par les systèmes antioxydants causant un dommage des macromolécules 

cellulaires (Dasuri et al., 2013). Principalement, le stress oxydatif s'installe par le biais d'une 

augmentation des niveaux d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et/ou d'azote (RNS). Parmi 

les ROS, on distingue l'anion superoxyde (02), le peroxyde d'hydrogène (H202) et le radical 

d'hydroxyle ('OH). Le monoxyde d'azote (NO) et le peroxynitrite (ONOO·) sont classés dans la 

famille des RNS (Di Meo et al., 2016). Au niveau cellulaire, les ROS sont produits à partir de 

différentes sources, notamment la chaine respiratoire mitochondriale, le réticulum 

endoplasmique, les peroxysomes, les enzymes tels que les NADPH oxydases, les monoamines­

oxydases, les xanthines oxydase et les eNOS « endothelial nitric oxide synthase »(von Bern hardi 

& Eugenin, 2012). 

Dans des conditions physiologiques, de faibles niveaux de ROS sont produits dans les cellules. 

Ces niveaux jouent un rôle important dans les cascades des voies de signalisation (Ray et al., 

2012), tandis que dans des conditions pathologiques, des niveaux élevés des ROS favorisent 

l'installation d'un stress oxydatif. Ce dernier entraine plusieurs dommages qui peuvent se traduire 

par diverses altérations biochimiques intracellulaires telles que l'oxydation des protéines et d'ADN 

et la peroxydation des lipides. Le principal marqueur biologique de l'oxydation protéique est les 

protéines carbonylées. Des taux élevés de ce type de modification de protéines sont observés 

dans les cerveaux, le liquide céphalorachidien (LCR) et le plasma des patients atteints de la MA 

(Aksenov et al., 2001; Chang et al., 2014; Perrotte et al., 2019). La peroxydation lipidique causée 

par l'attaque des ROS sur les acides gras induit la génération de divers produits tels que le 

malondialdéhyde (MDA), le 4 hydroxynonenal (4-HNE), l'isoprostane et l'acroléine. Ces produits 

réactifs peuvent à leur tour attaquer des macromolécules cellulaires. Ce mécanisme perturbe 

l'intégrite ae1a-memorane cellülaire et altère la perméaoilité et 10 transport-ionique (Siiighet al., 

2010). Dans les cerveaux des patients atteints de la MA, des niveaux élevés des produits de la 

peroxydation lipidiques ont été observés (Bradley et al., 2010; Bradley et al., 2012; Ramassamy 

et al., 1999; Williams et al., 2006). L'oxydation de l'ADN favorise la formation de 8-0H-2-

deoxyguanosine (8-0Hd6) et 8-oxo-7,8-dihydroguanosine (8-0HG). Des taux élevés de ces 

8 



produits sont observés dans les cerveaux des patients atteints de la MA (Lovell & Markesbery, 

2007; Lovell et al., 2011 ). 

Pour se défendre contre le stress oxydatif et les effets néfastes de l'augmentation cellulaire des 

oxydants, le corps humain est équipé d'une variété d'antioxydants qui servent à contrebalancer 

l'effet des ROS et des RNS. Les cellules contiennent un système de défense qui peut être divisé 

en deux catégories: des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (figure 5). Le système 

d'antioxydant enzymatique se base majoritairement sur les activités des superoxydes dismutases 

(SOD), les glutathion peroxydases (GPx) et la catalase. La SOD favorise la transformation 

spontanée d'02· en H202 (Zelko et al., 2002). Ce dernier est transformé en une molécule d'eau et 

une molécule d'oxygène par l'action de la catalase (Scibior & Czeczot, 2006). De plus, les GPx 

en présence du glutathion réduit (GSH) catalysent la dégradation de H202 en eau et en glutathion 

oxydé (GSSG) (Arthur, 2000). 

GRx 
Glutathion rêdult Glutathion oxydé 

GSH GSSG 

Peroxyde d'hydrogène 

~ Oz+ HzO 

Vitamine E 

Figure 5: Le stress oxydatif et le système antloxydants (modifiée de (Kumar et al., 2018)) 

Parmi les molécules anti oxydantes non enzymatiques présentes dans les cellules, on retrouve 

entre autres, la vitamine C ou l'acide ascorbique, la vitamine E ou l'a-tocophérol et le GSH. La 

vitamine E neutralise les radicaux peroxyles formés lors de la peroxydation des lipides. La forme 

oxydée de la vitamine E issue de cette réaction est reconvertie en forme stable par la vitamine C. 

De plus, ce dernier est considéré comme l'un des plus puissants capteurs des ROS (Birben et 
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al., 2012). De son côté, le GSH est considéré comme étant la principale molécule anti oxydante 

puisqu'il est abondant dans tous les compartiments cellulaires. Cette molécule antioxydante 

donne son électron au H202 pour le réduire en H20 sous l'action de GPx. Le GSSG formé est à 

nouveau réduit en GSH par la GSH réductase qui utilise le NADPH comme cofacteur (Masella et 

al., 2005). Une diminution des taux des molécules antioxydantes (vitamine Cet E et GSH) et des 

activités des enzymes antioxydants (SOD, catalase et GPx) est observée dans les cerveaux des 

patients atteints de la MA (Wang et al., 2014 ). 

Des études in vitro et in vivo ont montré que l'apparition du stress oxydatif dans le cerveau 

précède l'apparition des symptômes cliniques et la formation des PS et ENF de la MA. Cette 

installation précoce est liée à un dysfonctionnement mitochondrial (Belkacemi & Ramassamy, 

2012; Nunomura et al., 2001). En effet, les mitochondries sont la principale source de stress 

oxydatif cellulaire en raison de la production constante d'anion superoxyde pendant le transfert 

d'électrons dans la chaine respiratoire. Malgré la présence d'un système antioxydant 

mitochondrial, il a été montré que dans le cadre d'un dysfonctionnement, ces organites produisent 

moins d'ATP et plus de ROS. Ce phénomène constitue une source majeure de déséquilibre 

oxydatif observé dans la MA (Castellani et al., 2002; Gibson et al., 1998). En général, la fonction 

normale de la mitochondrie dépend de sa structure intacte. Les neurones altérés dans les 

cerveaux des patients atteints de la MA présentent des mitochondries structurellement 

endommagées. Ces organelles, dont le nombre est diminué d'une façon significative par rapport 

à la normale, témoignent des fractures de crêtes et une perte partielle ou presque complète de 

la structure interne (Hi rai et al., 2001 ). Cette altération structurelle est associée à une diminution 

d'expression et d'activité des enzymes clés de la chaîne de transport d'électrons 

(Chandrasekaran et al., 1994; Cottrell et al., 2002; Nagy et al., 1999). Le dysfonctionnement 

mitochondrial provoque une altération de l'hémostasie calcique neuronale, une augmentation de 

l'oxydation de l'ADN mitochondriale et l'apoptose de la cellule (McKee et al., 1990; Mecocci et 

al., 1994). 

1.1.2.4 L'inflammation 

L'inflammation est un mécanisme de défense cellulaire et moléculaire complexe qui implique 

plusieurs éléments en réponse à diverses stimulations, notamment le stress, les blessures et les 

infections. La réponse inflammatoire dans le cerveau est connue sous le nom de la 

neuroinflammation. Ce mécanisme se caractérise principalement par l'activation des microglies 

et des astrocytes et la libération de médiateurs pro-inflammatoires, des ROS et de monoxyde 
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d'azote (Bagyinszky et al., 2017). Les cytokines pro-inflammatoires libérées, en particulier IL-6, 

TNFa et IL-1 B sont les principaux effecteurs neuroinflammatoires affectant les mécanismes 

neurophysiologiques (Liu & Chan, 2014). Les cytokines libérées pourraient propager la zone 

d'inflammation par l'activation d'autres microglies et astrocytes et, par conséquent, conduire à 

une nouvelle génération de molécules inflammatoires. De plus, les molécules sécrétées recrutent 

d'autres cellules immunitaires telles que les monocytes et les lymphocytes qui traversent la BHE 

aggravant d'avantage la réponse inflammatoire dans le SNC (Kinney et al., 2018). Dans le cadre 

de la MA, la neuroinflammation favorise la libération du peptide amyloïde et la formation des PS 

ainsi que la phosphorylation de tau et la formation des ENF. Par conséquent, l'augmentation des 

PS et des ENF provoque l'activation des microglies et des astrocytes et favorise la libération des 

facteurs inflammatoires. Ce mécanisme progresse de façon irréversible vers la cytotoxicité 

cellulaire et la mort des neurones (figure 6) (Walters et al., 2016). 

. ·: y 

Microglie -~--- ... .,._- , ;· 

Microglie 

- - -
Système sanguin 

............. ,'!( "· ~"\.. ~ Neurone / ' ·Dégénérescence 

'- AP cytokines ~~ ~ neuronale 
pro-inflammatoires ·~ ~ 

---- IL-6 ~ 

"- TNFa t . . d k' IL-1 n • Act1vat1on es mases 
I' (GSK-3~, MAPK, cdk-5) 

• 

- -· 
~ 

Phosphorylation de tau 
Libération d'A~ 
ROS 

Système nerveux central - - . - . - . -
Barrière hémato encéphalique (BHE} 

t Lymphocyte traverse la BHE 

Lymphocyte 

Figure 6: Schéma de mécanisme de l'inflammation dans la maladie d'Alzheimer 

Des concentrations élevées d'AP activent les microglies et les astrocytes qui libèrent des cytokines pro-inflammatoires 
tels que l'IL-6, le TNFa et l'IL-1 p. Ces derniers provoquent l'activation des kinases (MAPK, GSK-3P et cdk5), 
l'hyperphosphorylation de la protéine tau, la libération d'AP et la genèse des ROS dans les neurones. De plus, les 
cytokines pro-inflammatoires recrutent d'autres cellules immunitaires telles que les lymphocytes qui traversent la BHE 
aggravant d'avantage la réponse inflammatoire dans le SNC (MERAZ RIOS et al., 2013). 

Les cellules gliales (microglie et astrocytes) sont considérées comme les principaux acteurs dans 

le mécanisme de la neuroinflammation. Les cellules microgliales présentent environ 20% du total 

des cellules gliales du cerveau et 10% des cellules du SNC (Rubio-Perez & Morillas-Ruiz, 2012) 

alors que les astrocytes constituent environ 20 à 50% du volume du cerveau humain et se 
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classent parmi les cellules non neuronales les plus abondants du SNC (Shimada et al., 2012). 

Les microglies peuvent être stimulées par de nombreux facteurs, notamment l'A~. Suite à cette 

activation, des modifications morphologiques affectent la microglie de sorte qu'on observe plus 

de ramifications, une forme amiboïde et l'apparition de divers marqueurs spécifiques sur sa 

surface (Town et al., 2005). Les microglies activées se caractérisent par une capacité de migrer 

et phagocyter les cellules endommagées ou les débris. Dans cet état, Ils peuvent également 

libérer des molécules inflammatoires tels que les cytokines, les chimiokines et les ROS. Il a été 

montré que les microglies activées se localisent dans les zones qui présentent une forte 

concentration en A~. et surtout sa forme fibrillaire (D'Andrea et al., 2004 ). Les microglies se 

comportent différemment selon la concentration d'A~. En présence d'une faible concentration de 

ce peptide, les microglies l'éliminent par phagocytose. Cependant, si les microglies sont fortement 

activées par une concentration élevée d'A~. elles se trouvent incapables de phagocyter ces 

peptides et favorisent la génération de molécules pro-inflammatoires (Hickman et al., 2008; 

Permanne et al., 2002). La libération d'IL-1 ~ par les microglies à la suite de leur activation par 

l'A~ induit une suractivation des kinases (MAPK, GSK-3~ et cdk5) et, par conséquent, 

l'hyperphosphorylation de la protéine tau (Li et al., 2003; Sy et al., 2011). Dans le cerveau, les 

astrocytes sont considérés comme les cellules de soutien des neurones. Ils sont connus pour 

leur implication dans la régulation de la sécrétion et du recyclage des neurotransmetteurs, le 

remodelage synaptique, le métabolisme énergétique et l'homéostasie ionique (Sofroniew & 

Vinters, 2010). L'activation des astrocytes peut être modulée par de nombreux facteurs, 

notamment les agents pathogènes, les lipopolysaccharides, le stress oxydatif et les acides gras 

saturés circulants et l'A~ (Jana & Pahan, 2010; Liu et al., 2013). Les astrocytes activés peuvent 

produire des cytokines pro-inflammatoires, l'interféron y et un faible taux d'A~ (Blasko et al., 

2000). De plus, ces molécules pro-inflammatoires sécrétées peuvent augmenter l'expression des 

sécrétases dans les neurones et provoquer l'augmentation de la production d'A~ et ainsi favoriser 

l'activation des microglies qui libèrent à leur tour des cytokines pro-inflammatoires (Otth et al., 

2002; Tang, 2009). En plus des astrocytes et des microglies, les neurones contribuent à la 

réponse inflammatoire dans le SNC en libérant des cytokines IL-1 ~et IL-18 (de Rivero Vaccari et 

al., 2008). D'aUtré pait, il a été montré-qüe lés neurones sont-capaoles de secréter diverses 

molécules anti-inflammatoires, telles que TREM2 « triggering receptor expressed on myeloid cells 

2 », CD22, CD200 et CD59. Dans le contexte de la MA, l'expression et les niveaux de ces 

molécules sont déficients (Hsieh et al., 2009; Walker et al., 2009; Yang et al., 2000). 
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1.1.2.5 Dysfonctionnement des systèmes de neurotransmission 

Les neurones assurent la transmission du potentiel d'action par le biais des synapses. Ces 

derniers sont composés de deux compartiments pré et post-synaptiques séparés par une fente 

synaptique. Pendant le processus de neurotransmission, des molécules de signalisation (des 

neurotransmetteurs) telles que le glutamate, l'acétylcholine, la dopamine et d'autres sont libérés 

par des neurones présynaptiques et se lient sur leurs récepteurs spécifiques des neurones 

postsynaptiques (Szule et al., 2015). Dans la MA, des altérations au niveau des niveaux et de la 

signalisation de divers systèmes de neurotransmission ont été observées (Mufson et al., 2008; 

Nava-Mesa et al., 2014). Le système cholinergique est le plus affecté et les altérations observées 

corrèlent avec la progression de la MA. La synthèse de !'acétylcholine (ACh) dépend de l'activité 

enzymatique de la choline acétyltransférase. Le fonctionnement de cette enzyme nécessite la 

présence de la choline, l'acétyl-CoA et l'adénosine triphosphate. La dégradation de l'ACh dans 

les fentes synaptiques est menée par l'intermédiaire d'une enzyme nommée !'acétylcholine 

estérase (Dani & Bertrand, 2007). Les cerveaux des patients atteints de la MA sont caractérisés 

par une diminution de la concentration d'ACh au niveau des synapses et une réduction dans 

l'activité enzymatique de choline acétyltransférase dans l'hippocampe, l'amygdale et le cortex 

(Davies & Maloney, 1976). 

Le glutamate est considéré comme le neurotransmetteur excitateur majeur du SNC. Il permet la 

transmission du signal nerveux par la liaison à ses récepteurs à savoir le récepteur de N-méthyl­

D-aspartate (NMDA), le récepteur de l'acide amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionique 

(AMPA) et le récepteur de l'acide kaïnique (KA) (Conn & Pin, 1997). Dans des conditions 

physiologiques, le glutamate assure des rôles clés dans la croissance et la différenciation 

neuronales, la transmission et la plasticité synaptique ainsi que l'apprentissage et la mémoire 

(Butterfield & Pocernich, 2003). Cependant, l'augmentation de la concentration du glutamate 

favorise une suractivation des récepteurs NMDA et par conséquent une production du peptide 

AJ3 et la formation des PS. De plus, la suractivation des récepteurs NMDA provoque l'influx du 

calcium dans le cytoplasme qui sera accompagné par un dysfonctionnement mitochondrial et un 

état de stress oxydatif menanf à la mort neurcmale (Rudy et al., 2015). 

Même si l'altération des systèmes cholinergique et glutamatergique semble essentielle à la 

physiopathologie de la MA, d'autres systèmes de neurotransmission comme le système 

dopaminergique, adrénergique, sérotoninergique et GABAergique jouent également un rôle dans 

les processus cognitifs et le transfert des messages nerveux sont perturbés au cours de la 

maladie. Des modifications de concentration de leurs neurotransmetteurs (dopamine, adrénaline, 
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sérotonine et l'acide gamma-aminobutyrique (GABA)) et l'expression de leurs récepteurs ont été 

reportées au cours de la MA (Calvo-Flores Guzman et al., 2018; Kalaria et al., 1989; Martorana 

& Koch, 2014; Meltzer et al., 1998). 

1.1.2.6 Autres mécanismes 

La physiopathologie de la MA est complexe et met en jeux plusieurs mécanismes cellulaires et 

moléculaires. En plus de l'implication d'Af3, de la protéine tau, du stress oxydatif, du 

dysfonctionnement mitochondrial, d'inflammation et du dysfonctionnement synaptique, d'autres 

mécanismes semblent jouer un rôle dans cette maladie. 

La résistance à l'insuline est un état physiopathologique qui caractérise les cerveaux des patients 

atteints de la MA (Arnold et al., 2018). La résistance à l'insuline se définit comme une diminution 

progressive des réponses cellulaires à l'insuline malgré la présence de concentrations 

importantes de cette hormone dans le sang. Cet état se manifeste cliniquement suite à une 

altération de l'élimination du glucose qui provoque une augmentation de la période nécessaire de 

retour de la glycémie à des taux normaux. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ce 

processus se résument à l'efficacité réduite des récepteurs de l'hormone eUou l'altération des 

voies de signalisation (Reaven, 2003). 

L'insuline sécrétée par le pancréas traverse la BHE pour rejoindre le cerveau où il joue plusieurs 

rôles importants (Begg, 2015). Cependant, des hypothèses mentionnent que l'insuline peut être 

d'origine cérébrale (Duarte et al., 2012; Schechter et al., 1988). Les actions de cette hormone 

incluant la modulation du métabolisme de glucose, l'amélioration ou la régulation de la mémoire 

et des fonctions cognitives (Neth & Craft, 2017). Les mécanismes d'action de l'insuline se 

traduisent par sa liaison à son récepteur membranaire spécifique. Cette liaison induit la 

dimérisation du récepteur et la phosphorylation de ses résidus tyrosine. Cette action déclenche 

l'activation de la phosphoinositide-3-kinase (Pl3K) qui active à son tour la protéine kinase B 

(AKT). Cette dernière active d'autres kinases telles que la GSK3f3 et la JNK (c-Jun N-terminal 

kinase) et améliore l'expression des transporteurs de glucose à la surface des cellules. En 

parallèle, d'autres voies de signalisation peuvent être activées comme la voie de la protéine 

MAPK et celle des protéines JAK (Janus kinases) et STAT (signal transducer and activator of 

transcription proteins) (Haeusler et al., 2018). Dans le cerveau, la résistance à l'insuline se 

manifeste par une diminution d'expression du récepteur de l'insuline (IRS1 ), une diminution de 

l'activité des protéines Pl3K et AKT, des transporteurs de glucose (GLUT 3-4) et une 

augmentation de l'activation du GSK3f3, JNK et MAPK (Steen et al., 2005). 
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L'activation de GSK-3[3 et la diminution de la PPA2 favorisent l'agrégation et l'accumulation de la 

protéine tau phosphorylé qui précède la formation de ENF dans le cerveau (Qu et al., 2011 ). 

L'injection d'A[3 dans les cerveaux des souris génère une réponse inflammatoire et une résistance 

à l'insuline (Bomfim et al., 2012). Ces observations suggèrent que la résistance à l'insuline 

favorise des troubles neurodégénératifs, lesquelles ont également conduisent à proposer que la 

MA soit le diabète de type 3 ou diabète de type cérébral (de la Monte, 2014). 

Le réticulum endoplasmique (RE) est une organelle cellulaire qui contrôle et assure la synthèse 

et les modifications post-traductionnels des protéines, le stockage et l'homéostasie du calcium 

ainsi que la synthèse des lipides. Ces fonctions impliquent de nombreuses enzymes et protéines 

chaperons et dépendent du pH (Bravo et al., 2013). Plusieurs facteurs peuvent perturber 

l'homéostasie du RE, notamment la diminution des taux de calcium, le stress oxydatif et 

l'accumulation de protéines mal repliées dans sa lumière, ce qui conduit au stress de RE. Pour 

rétablir son homéostasie, le RE active une chaîne de signalisation nommée la réponse aux 

protéines mal repliées (unfolded protein response : UPR). Ce processus complexe empêche 

l'agrégation et facilite le repliement des protéines endommagées. De plus, il diminue la traduction 

des protéines pour éviter leur accumulation dans la lumière du RE. Ensuite, il active la voie de 

dégradation des protéines associées aux RE afin de maintenir un état homéostasique (Hetz, 

2012). Dans le cerveau des patients atteints de la MA, il a été montré que le marqueur de stress 

du RE (chaperone glucose-regulated protein 78 : GRP78/BiP) est positivement corrélé avec les 

stades de Braak et Braak (Hoozemans et al., 2005). De plus, des altérations des niveaux 

d'expression de protéines de plusieurs marqueurs de RE stress, à savoir la GRP78/ BiP, la 

protéine disulfure isomérase (PDI), la protéine kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK), la 

forme phosphorylé de la protéine elF2a (eukaryotic initiation factor-2alpha) et l'inositol-requiring 

enzyme-1alpha (IRE1a) ont été observées (Santos & Ferreira, 2018). Des études in vitro montrent 

que la présence d'une forte concentration d'A[3 entraîne un stress de RE. Il a aussi été démontré 

que l'A[3 exogène induit un stress de RE dans les cultures des neurones primaires accompagné 

d'un dysfonctionnement mitochondrial menant à la mort des cellules (Costa et al., 2010; Song et 

al., 2008). 
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1.1.3 Facteurs de risque 

1.1.3.1 Les facteurs génétiques 

Les facteurs génétiques qui peuvent engendrer la MA constituent un ensemble de mutations 

touchant les gènes qui codent pour des protéines clés intervenant dans la physiopathologie de la 

maladie. Dans la forme familiale de la MA, les mutations autosomales dominantes des gènes 

codant pour l'APP et la PSEN1 et 2 sont responsables du développement de la maladie (Bekris 

et al., 2010). 

Dans la forme sporadique de la maladie, le grand facteur de risque génétique existant est la 

variation du gène de l'ApoE (apolipoprotéine E). L'ApoE est une protéine impliquée dans le 

métabolisme lipidique codée par le gène d'ApoE, située sur le chromosome 19. Trois allèles de 

cette protéine donnent naissance aux isoformes apoE2, apoE3 et apoE4. Ces isoformes sont 

présentes à différentes fréquences comme le suivant: (apoE2: 5-10%, apoE3: 65-70% et 

apoE4: 15-20%) (Corbo & Scacchi, 1999). L'allèle apoE4 est le principal facteur de risque de la 

MA sporadique. La présence d'une seule copie de cet allèle augmente de 3 fois le risque de 

développer la MA. Cependant, la présence de deux copies d'allèle apoE4 multiplie le risque de 

12 fois. Inversement, la présence de l'allèle ApoE2 réduit le risque de développer la MA (Karch 

& Goate, 2015). Le mécanisme derrière le grand facteur de risque de la présence de l'allèle ApoE 

4 peut être expliqué par la relation qui existe entre cette protéine et l'Ai3. En effet, )'isoforme 

ApoE4 possède une faible capacité de liaison à l'Ai3, tandis que les autres isoformes ont une 

capacité supérieure de lier et d'éliminer l'Ai3 (Kim et al., 2009). 

Des mutations qui touchent le gène du récepteur exprimé dans des cellules myéloïdes 2 

(triggering receptor expressed on myeloid cells 2: TREM2) qui est localisé sur le chromosome 6 

augmentent le risque de 2,9% de développer la MA (Jonsson et al., 2013). Le récepteur TREM2 

est fortement exprimé à la surface des microglies. Il joue un rôle important dans la modulation 

des réponses phagocytaires et inflammatoires dans le SNC. L'activation de ce récepteur stimule 

la production des chimiokines CCL 19 and CCL21 et induit le phénomène de phagocytose (Mecca 

et al., 2018): Chez âessourisqaine présententpas ce FécepteTJr, Il a été observé que la capaeité 

phagocytaire des microglies pour des corps neuronaux apoptotiques et d'Ai3 était déficiente. Ceci 

favorise l'accumulation des débris neuronaux, l'accumulation des PS et le déclenchement d'un 

environnement inflammatoire (Xiang et al., 2016). 

En plus des gènes décrits ci-dessus, d'autres mutations touchent les gènes codants pour le 

récepteur de complément de type 1 (CR1 ), la protéine 1 d'interaction dépendante de la boîte mye 
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(BIN1 ), la clusterine (CLU), la protéine d'assemblage de la clathrine liant le phosphatidylinositol 

(PICALM), CD33, le récepteur de l'éphrine (EPHA 1) et les transporteurs ABC (ABCA7) sont 

considérés comme des facteurs de risques de la MA (Karch & Goate, 2015). 

1.1.3.2 Les facteurs non génétiques 

Plusieurs facteurs non génétiques sont associés au développement de la MA. L'âge est considéré 

le plus grand facteur de risque lié au développement de la forme sporadique de la MA. En effet, 

il a été estimé que la prévalence du développement de la maladie est de 1 % à l'âge de 60 ans. 

Après cet âge, la prévalence double tous les 5 ans pour atteindre 30 % à 85 ans (Evans, 1996). 

Les maladies vasculaires, surtout celles qui touchent la vascularisation du cerveau, les accidents 

vasculaires cérébraux (AVC) ischémique ou hémorragique sont considérés comme un sérieux 

facteur de risque de développement de la MA. Il est estimé que 7,4 % des patients qui ont eu un 

AVC ont développé la MA (Pendlebury & Rothwell, 2009). Les mécanismes à travers lesquelles 

l'AVC peut causer la MA sont chevauchants. En effet, l'AVC induit un dysfonctionnement de la 

BHE, une réduction du débit sanguin et une diminution de l'apport sanguin dans la région touchée. 

Ces événements entraînent un état d'hypoxie et d'accumulation des substances neurotoxiques. 

De plus, les lésions vasculaires induit la surexpression d'APP et la production massive d'A~. Les 

dommages de la BHE entrainent également une diminution de la clairance de ce peptide et 

favorise son accumulation dans le cerveau menant à un état inflammatoire et à la phosphorylation 

de la protéine tau. Ces mécanismes altèrent les fonctions neuronales et cognitives et permettent 

le développement de la MA (Zlokovic, 2011 ). 

Des études épidémiologiques ont classé le diabète de type 2 (DT2) dans la catégorie des risques 

accrus de développer la MA. Il est estimé que la prévalence du développement de la MA chez 

des personnes présentant le DT2 est de 50 à 100 % (Biessels et al., 2006; Cheng et al., 2012; Li 

et al., 2015). Plusieurs mécanismes pathophysiologiques font du DT2 un facteur de risque 

important, notamment la résistance à l'insuline, le stress oxydatif, l'inflammation, le 

dysfonctionnement vasculaire et l'hyperglycémie qui permettent la formation des produits 
---- ------- --

avancés de glycation (Kimura, 2016). 

Le syndrome métabolique désigne la présence de plusieurs anomalies métaboliques chez le 

même individu à savoir la résistance à l'insuline, l'obésité abdominale, l'intolérance au glucose 

(ou l'hyperglycémie), l'hypertension et la dyslipidémie. Ce problème de santé présente un facteur 

de risque de la MA (Vanhanen et al., 2006). L'hypertension est une maladie qui induit un 

17 



dysfonctionnement au niveau des parois vasculaires. Cet état entraîne une hypoperfusion, une 

ischémie et une hypoxie cérébrale qui favorisent le développement de la MA (Skoog & Gustafson, 

2006). La dyslipidémie avec une augmentation des taux de cholestérol constitue un facteur de 

risque de la MA. 

Des taux élevés de cholestérol perturbent l'intégrité de la BHE (Xue-Shan et al., 2016). De plus, 

des études in vivo ont rapporté que l'hypercholestérolémie est associée à une augmentation des 

dépôts d'Af3, d'hyperphosphorylation de tau et de formation de ENF, d'un état de neuro­

inflammation, d'un dysfonctionnement synaptique et d'un déclin cognitif (Ricciarelli et al., 2012; 

Ullrich et al., 2010). En plus des maladies vasculaires, le DT2 et le syndrome métabolique, 

d'autres facteurs notamment, le stress, la dépression, la perturbation du sommeil et le tabac sont 

considérés comme des facteurs de risque de la MA (Durazzo et al., 2014; Proserpio et al., 2018; 

Ray et al., 2011; Schrijvers et al., 2011; Vilalta-Franch et al., 2013). 

1.1.4 Diagnostic actuel 

Actuellement, le diagnostic de la MA est seulement probable et le diagnostic définitif s'effectue 

après la mort du patient par la visualisation des lésions cérébrales (PS dues à l'accumulation 

d'Af3 et ENF dues à l'hyperphosphorylation de tau) lors de J'autopsie du cerveau. Cependant, il 

existe un diagnostic dit probable lequel est établi par un entretien médical entre le médecin 

spécialiste et le malade accompagné d'un membre de sa famille. Au cours de cette rencontre, le 

médecin prend en considération l'histoire psychiatrique, la chronologie du déclin cognitif et 

comportemental et les différentes maladies dont le patient souffre. De plus, il procède à des 

examens cliniques, des tests cognitifs, d'imagerie cérébrale et des analyses biologiques du LCR 

(Molin & Rockwood, 2016). 

1.1.4.1 Tests cognitifs 

En pratique clinique, la perte de mémoire et le déficit cognitif sont considérés comme les 

changements clés observés chez les personnes atteintes de la MA. Les critères de diagnostic de 

cette maladie dépendent de l'identification de ces troubles. Les tests cognitifs sont des outils 

standardisés qui font appel à des épreuves permettant d'évaluer, sur une courte durée, 

différentes fonctions cognitives (Sheehan, 2012). Plusieurs tests sont mis au point pour la 

détection des altérations cognitives, mais les plus utilisés dans le cadre de la MA sont le test 

MMSE (Mini Mental State Examination) et le test MoCA (Montreal Cognitive Assessment test). 
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Le MMSE est le test le plus connu et le plus utilisé dans la pratique clinique. Il est basé sur un 

ensemble de 30 questions qui évaluent différents domaines cognitifs dans les domaines de 

l'orientation, de la mémoire, de l'attention, du calcul, du langage et de la construction visuelle. Un 

point est accordé pour chaque bonne réponse. 

Les patients obtiennent entre 0 et 30 points et un score inférieur à 26 reflète une déficience 

significative des fonctions cognitives. Le score entre 26 et 30 points indique que la personne est 

sans troubles cognitifs apparents. Selon le score obtenu, les patients atteints de la MA peuvent 

être classés en différents stades, des patients au stade léger (score entre 25 et 22 points), au 

stade modéré (score entre 21 et 14 points) ou au stade sévère (score inférieur à 14 points) 

(Folstein et al., 1975; Vertesi et al., 2001 ). Malgré les performances de ce test dans le dépistage 

des altérations cognitives, il est . considéré peu sensible dans la détection des personnes 

présentant des déficits cognitifs légers (Spencer et al., 2013). Le test MoCA montre une sensibilité 

supérieure de MMSE pour la détection des déficits légers. Bien qu'il offre l'évaluation des mêmes 

domaines cognitifs de MMSE, l'ensemble des questions du test MoCA (sur 30 points) a été 

développé d'une manière plus difficile. Ce test inclut l'évaluation de la fonction exécutive, le 

langage et la mémoire de plus haut niveau (retenir 5 mots au lieu de 3 dans le test MMSE) et un 

traitement visuospatial complexe (test de l'horloge). Le score supérieur à 26 points indique que 

le patient est normal. Les personnes dont leurs scores varient entre 26 et 18 points sont classées 

dans le stade MCI (Mild cognitive lmpairment ou Déficit cognitif léger). Le score inférieur à 18 

points indique des atteintes cognitifs modérés à sévères caractéristiques de stade de la MA 

(Nasreddine et al., 2005; Trzepacz et al., 2015). 

1.1.4.2 L'imagerie 

L'imagerie cérébrale a été mise au point afin d'améliorer le diagnostic clinique de la MA. Il existe 

différentes techniques d'imagerie qui permettent de détecter l'atrophie cérébrale, la réduction au 

niveau du métabolisme du glucose et l'accumulation des peptides A13. 

L'atrophie cérébrale est l'une des conséquences de la MA. Il a été reporté que les cerveaux des 

patients atteints de la maladie se caractérisent par l'atrophie d'hippocampe, du cortex et 

l'élargissement des ventricules. Ces atteintes structurales peuvent être visualisées et identifiées 

par la technique d'imagerie par résonnance magnétique nucléaire cérébrale (IRM) (Teipel et al., 

2005). 
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L'imagerie cérébrale fonctionnelle est un autre type d'imagerie qui permet d'évaluer le 

métabolisme du glucose. La technique utilisée est la tomographie par émission de positrons 

(PET-scans) qui permet d'observer la consommation cérébrale du glucose grâce à un traceur 

analogue à ce sucre, le fluorodésoxyglucose (18F-FDG) (Ortner et al., 2019). 

L'accumulation d'A13 sous forme des PS est une caractéristique histopathologique qui caractérise 

les cerveaux des patients atteints de la MA. L'accumulation de ce peptide dans le cerveau pourrait 

être détectée in vivo, par la technique d'imagerie fonctionnelle (PET-scans) en utilisant des 

traceurs. Le premier traceur utilisé est le 11 C-labelled Pittsburgh compound B (11 C-PIB). D'autres 

traceurs marqués au 18F et avec une demi-vie plus longue ont été utilisés comme le flutémétamol 

(1 8F-PiB), le florbétapir (AV-45), le florbétabène (AV-1) (Richards & Sabbagh, 2014). En plus de 

la détection des PS, différents traceurs ont été utilisés pour la visualisation des ENF causé par 

l'accumulation et l'agrégation des protéines tau hyperphosphorylés. Parmi ces traceurs on site, 

C-11 PBB3, F-18 THK-523, F-18 THK-5105, F-18 THK-5117, F-18 T808, F-18 FDDNP, F-18 T807 et le 
18F-AV1451. Cependant, la spécificité de ces traceurs est plutôt faible (James et al., 2015; 

Koychev et al., 2017). 

1.1.4.3 Les biomarqueurs utilisés pour le diagnostic 

Le groupe international de travail sur les nouveaux critères de recherche pour le diagnostic de la 

MA (IWG) et le groupe de l'institut national du vieillissement et de !'Association d'Alzheimer (NIA­

AA) ont développé des nouveaux critères pour le diagnostic probable de la MA incluant l'utilisation 

des techniques d'imageries (PET-scans) et d'IRM et le dosage des taux d'A131-42, tau total et tau 

phosphorylée à la thréonine 181 (T181) dans le LCR (Molin & Rockwood, 2016; Weiner et al., 

2015). La comparaison des taux de ces biomarqueurs dans le LCR des pàtients atteints de la MA 

et des sujets sains a montré une diminution des taux d'A131-42 et une augmentation des taux de 

tau total et tau phosphorylé T181 chez les patients atteints de la MA (Counts et al., 2017). Les 

taux d'A131-42 dans LCR ont démontré une sensibilité de 86% et une spécificité de 89%. Les taux 

de tau total ont dévoilé une sensibilité de 81 % et une spécificité de 91 % et les taux de la forme 

phosphorylée-detauî181 ont montré une sensibilité de 81 % et une spécificité moyenne de 91 % 

(Blennow, 2004). Cependant, le rapport de taux de tau T181 sur l'A131-42 a révélé une meilleure 

identification des patients atteints de la MA des sujets sains avec une sensibilité de 86% et une 

spécificité de 97% (Maddalena et al., 2003). 
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1.1.4.4 Diagnostic précoce et le stade MCI (Mild cognitive 

lmpairment ou Déficit cognitif léger) 

Les nouveaux critères de diagnostic élaborés par l'IWG-2 et NIA-AA ont permis de définir un 

stade préclinique, un stade MCI dont les déficits cognitifs sont légers et trois stades de la MA 

(Budson & Salomon, 2012; Molin & Rockwood, 2016). Le stade préclinique est défini comme un 

état asymptomatique ou les personnes touchées ne présentent pas des signes cliniques, mais 

elles montrent la présence des biomarqueurs de la pathologie de la MA (Sperling et al., 2011; 

Sperling et al., 2013). Généralement, selon les degrés de déficits cognitifs et de mémoire 

déterminés chez les patients à l'aide des scores des tests cognitifs (MMSE, MoCA), on distingue 

trois stades de la MA: léger, modéré et sévère (Budson & Salomon, 2012). 

Le stade MCI est considéré comme un état de transition intermédiaire entre le vieillissement 

normal et la démence. Ce stade se caractérise par l'apparition de signes cliniques qui se 

manifeste par une perte de mémoire et un déficit cognitif léger. Ces perturbations cognitives sont 

considérées supérieures à celles observées chez les personnes âgées, mais elles n'interfèrent 

pas avec les activités de la vie quotidienne du patient (Sanford, 2017). Après l'âge de 60 ans, on 

estime que la prévalence du MCI varie entre 15% à 20% (Ganguli et al., 201 O; Manly et al., 2008). 

Des études ont montré que le groupe MCI était associé à un risque accru de progression vers la 

démence et en particulier la MA. Les patients atteints de MCI progressent vers la MA à un taux 

de 10% à 15% par an, et 80% de ces patients ont évolué vers la MA après environ 6 ans de suivi 

(Albert et al., 2011; Bachurin et al., 2018; Petersen et al., 1999). Comme celle de la MA, la 

physiopathologie du MCI reste mal connue, mais il a été montré que les troubles métaboliques, 

neurologiques et psychiatriques contribuent largement à ce stade de déficience cognitive léger 

(Roberts & Knopman, 2013). Actuellement, le diagnostic des patients atteints de MCI est basé 

sur les tests cognitifs, le dosage des taux de tau phosphorylée et d'A[31-42 dans le LCR, la 

détermination de leur rapport et la visualisation de l'atrophie cérébrale, le dysfonctionnent du 

métabolisme du glucose et l'accumulation du peptide A[3 par des techniques d'imagerie 

(Petersen, 2016). Cependant, le diagnostic actuel est peu sensible et spécifique de ce stade. De 

plus, l'application-systématique de ces critères est relativement limitée-et difficile en raison des -

coûts élevés d'imagerie, de la nature invasive du prélèvement du LCR et de l'hétérogénéité 

clinique des patients MCI. Par conséquent, il est nécessaire d'identifier de nouveaux 

biomarqueurs sanguins liés au processus neurodégénératif et associé au stade MCI qui 

permettent un diagnostic précoce de la maladie avec des coûts réduits. 
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1.1.5 Traitement actuel 

L'origine inconnue et la complexité de la physiopathologie de la MA rendent son traitement 

difficile. Il n'existe actuellement aucun traitement efficace de la MA. Les médicaments approuvés 

par l'administration américaine des aliments et des médicaments se classent en deux catégories: 

la première regroupe les inhibiteurs d'acétylcholine estérase et la deuxième inclut les 

antagonistes des récepteurs NMDA. 

1.1.5.1 Les inhibiteurs d'acétylcholine estérase 

La stratégie de cette catégorie est fondée sur la diminution du neurotransmetteur l'ACh chez les 

patients atteints de la MA. Cette diminution est due à une baisse d'expression de !'acétylcholine 

transférase, une enzyme clé dans la synthèse du ACh. Ces médicaments diminuent l'activité de 

!'acétylcholine estérase (enzyme de dégradation de l'ACh), induisant l'augmentation des taux 

d'ACh dans les fentes synaptiques. 

En 1994, la tacrine fut le premier médicament approuvé dans cette catégorie. Mais à cause de 

ses effets secondaires indésirables tels que l'hépatotoxicité, la tachycardie et des problèmes 

gastriques, ce médicament fut retiré du marché (Crismon, 1994). D'autres médicaments sont 

apparus entre 1997 et 2001. Le donépézil est utilisé pour le traitement de tous les stades de la 

maladie (Black et al., 2007). Alors que la rivastigmine et la galantamine sont utilisées pour le 

traitement des patients atteints de la MA à des stades précoces à modérés (Kobayashi et al., 

2016). Cette stratégie de traitement est peu efficace puisque les neurones des personnes 

souffrant de la MA produisent de moins en moins d'ACh avec le temps. De plus, il y a d'autres 

mécanismes altérés dans cette maladie. 

1.1.5.2 Les antagonistes du récepteur NMDA 

La stratégie de cette catégorie se base sur la présence d'une forte concentration de glutamate 

qui induit une neurotoxicité par la liaison à son récepteur NMDA. Les antagonistes de ce récepteur 

prennent la place-du-glutamate permettant-d'empêcher-ses effets néfastes, La-Memantine est le 

seul médicament de cette catégorie qui existe sur le marché. Il a été approuvé en 2003 pour le 

traitement des personnes atteintes de la MA à des stades modérés et sévères (Wang et al., 

2015). 

22 



1.2 Les produits avancés de glycation 

Les produits avancés de glycation (AGEs) forment un groupe structuralement hétérogène de 

composés. Ces derniers sont observés et décrits pour la première fois par Louise Camille Maillard 

en 1912 lors du processus de brunissement qui se produit pendant la cuisson des aliments (John 

& Lamb, 1993). La réaction de Maillard est un processus non enzymatique qui favorise la 

formation des produits de coloration brun jaunâtre. Ce processus implique un ensemble des 

réactions chimiques qui se déroule à la suite d'interaction entre les sucres et les protéines. 

Quarante ans plus tard, les mécanismes chimiques impliqués dans la réaction de Maillard sont 

décrits par Hodge (Hodge, 1953). En 1955, Kunkel et Wallenius ont découvert la première 

protéine glyquée (l'hémoglobine glyquée ou appelée HbA1C) dans le corps humain (Kunkel & 

Wallenius, 1955). Cette découverte est aussi importante que l'étude de Monnier et Cerami qui 

montre l'association des protéines glyquées et les pathologies liées au vieillissement (Monnier & 

Cerami, 1981). Ces études et d'autres ainsi que la présence des AGEs dans divers tissus et 

fluides biologiques ont donné plus d'intérêt à étudier leurs implications dans différentes 

pathologies. La formation des AGEs sur les protéines entraine une altération à leurs structures et 

leur confèrent une résistance au processus de dégradation (Kasper & Funk, 2001 ). 

1.2.1 Métabolisme des produits avancés de glycation 

1.2.1.1 Formation endogène 

Il existe trois voies de formation endogène des AGEs : la glycation non enzymatique ou la réaction 

de Maillard, la glycoxydation résultant de l'auto-oxydation du glucose et la voie des polyols (figure 

7). 
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Figure 7: Schéma des voies de formation des produits avancés de glycatlon 
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La glycation est une interaction non enzymatique entre le groupement carbonyle des sucres 

réducteurs comme le glucose, galactose ou le ribose ... et la fonction amine libre généralement 

de la lysine ou de l'arginine ou du côté N-terminal d'une protéine. En premier lieu, cette interaction 

favorise la formation d'un intermédiaire imine, également désignée sous le terme de base de 

Schiff. Ce dernier subit des réactions d'arrangement moléculaire dites réarrangement d'Amadori 

aboutissant à la formation de produit d'Amadori (Amadori, 1929). Au cours d'une phase plus 

tardive et irréversible, le produit d'Amadori subit des réactions de réarrangement et d'oxydation 

(clivage, interaction avec d'autres protéines, cyclisation ... ) permettant la formation des AGEs 

(Zhang et al., 2009). En suivant différentes voies (fragmentation, fission oxydative ... ), le produit 

d'Amadori peut former des a-dicarbonyles tels que le méthylglyoxal (MG), glyoxal (GO) et le 3-

désoxyglucosone (3-DG). Ces derniers sont des intermédiaires très réactifs, interagissent avec 

les groupements amines des protéines et favorisent la formation des AG Es (Davidek et al., 2006). 

De plus, l'auto-oxydation du glucose contribue à la formation de ces intermédiaires réactifs et par 

conséquent à la formation des AGEs (Thornalley et al., 1999). Des taux élevés du glucose 

intracellulaire activent la voie des polyols qui favorise la transformation du glucose en fructose. 

L'aldose réductase, la première enzyme de cette réaction, réduit le glucose en sorbitol en utilisant 

le NADPH comme cofacteur. Le sorbitol est ensuite métabolisé en fructose par le sorbitol 

déshydrogénase qui utilise le NAD+ comme cofacteur et en libérant du NADH (Lorenzi, 2007). 

L'augmentation de la production du fructose peut augmenter la glycation des protéines 

intracellulaires puisque le fructose se caractérise par un pouvoir glyquant supérieur au glucose 

(Schalkwijk et al., 2004). De plus, le fructose peut subir une phosphorylation et se transforme en 

fructose-3-phosphate. Ce dernier peut se décomposer en intermédiaires réactifs comme le 3-DG 

qui favorise la formation des AGEs (Szwergold et al., 1990). D'autre part l'utilisation massive du 

NAD PH peut réduire sa disponibilité intracellulaire comme cofacteur pour le glutathion réductase, 

essentielle au maintien des taux cellulaires de glutathion réduit (GSH). Cela diminue la capacité 

des cellules à réagir au stress oxydatif (Barnett etal., 1986). Par contre, l'excès de NADH devient 

un substrat pour la NADH oxydase qui favorise la libération des ROS (Lassegue & Clempus, 

2003). 

1.2.1.2 Apport exogène 

Les AGEs sont formés majoritairement par les voies de formation endogènes, toutefois il faut 

noter qu'une partie de ces produits peut être d'origine exogène. D'après la découverte de 

Maillard, les AGEs se forment dans les aliments lors de la cuisson à haute température dont la 
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couleur brune est la caractéristique de leur présence. Cette découverte a été confirmée par 

plusieurs études et des bases de données sont disponibles et décrivent les taux des AGEs dans 

les aliments, les conditions de cuisson et les transformations qui favorisent leur formation. Des 

études ont montré la présence de N-carboxyméthyl-lysine (CML) dans la plupart des aliments 

(Ahmed et al., 2005b; Goldberg et al., 2004). En plus, il a été montré que les AGEs sont présents 

dans plus de 200 aliments différents (Poulsen et al., 2013). La concentration des AGEs dans les 

aliments peut être augmentée par différents facteurs tels que la richesse en graisse et en protéine, 

la température, le temps de cuisson, l'humidité et la présence des métaux. En effet, une 

température élevée et une durée assez longue de cuisson, ainsi que l'absence d'humidité et la 

présence des métaux, surtout dans les aliments riches en graisses et en protéines augmentent 

la formation des AGEs (Uribarri et al., 2010). Ces produits peuvent aussi provenir du tabac 

(Nicholl & Bucala, 1998). Il a été montré que les mêmes AGEs présents dans les cigarettes sont 

retrouvés dans les vaisseaux sanguins des consommateurs (Nicholl et al., 1998). Seulement 10 

% des AGEs exogènes sont absorbés et le reste est secrété par les reins dans les urines (He et 

al., 1999; Koschinsky et al., 1997). 

1.2.1.3 Dégradation et élimination 

Les AGEs d'origine endogène ou exogène doivent être éliminés pour empêcher leurs effets 

toxiques. Dans le corps humain, l'élimination des AGEs liés à des protéines passe par leur 

dégradation intracellulaire puis leur élimination par le système rénal. Les macrophages, les 

cellules du foie et les cellules endothéliales sont capables de capter les AGEs circulants. Les 

récepteurs qui sont impliqués dans la capture et l'internalisation des AGEs sont AGE-R1/0ST-

48, AGE-R3/galectin-3 et les récepteurs « scavenger » (MSR-All, MSR-BI, CD36 et FEEL-

1/FEEL-2) (Araki et al., 1995; Miyazaki et al., 2002; Ohgami et al., 2002). La liaison des AGEs 

avec ces récepteurs provoque !'endocytose de ces derniers. L'internalisation du complexe AGEs­

récepteur engendre la formation d'endosome précoce. Ce dernier suit des modifications amenant 

à la formation d'endosome tardif. Une diminution du pH permet la dissociation du récepteur de 

son Ugand . .A.i:>rès la _séRaration, le récepteur peut être recyclé et transféré à la surface de la cellule 

(von Zastrow & Sorkin, 2007). Ensuite, la fusion d'endosome avec le lysosome permet la 

protéolyse des protéines-AGEs par des protéases lysosomales telles que les cathepsines D, Let 

B (Grimm et al., 2010; Grimm et al., 2012). Les peptides solubles modifiés par les AGEs sont 

ensuite libérés à partir des cellules et transportés vers le système rénal via le système sanguin. 
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L'insuline peut également conduire à l'élimination des AGEs par l'augmentation de leur 

internalisation par les récepteurs « scavenger » en activant la voie Pl3K (Sana et al., 1998). 

1.2.2 Caractérisation des produits avancés de glycation 

Les AGEs présentent un groupe structuralement hétérogène des produits partageant certaines 

caractéristiques spécifiques. Ces produits se caractérisent par la formation de liaisons croisées 

covalentes entre les protéines, !'habilité de transformer certains aliments en une couleur jaune­

brun (effet de brunissement) et la capacité de générer une fluorescence. Sur la base de leurs 

propriétés, les AGEs peuvent être classés dans les catégories suivantes: les AGEs réticulant et 

fluorescent comme la pentosidine, la « crossline », le glyoxal lysine dimère (GOLD) et le 

méthylglyoxal lysine dimère (MOLD), les AGEs non réticulent comme le Nt-{carboxyméthyl)­

lysine (CML), le Nt-{carboxyéthyl)-lyslne (CEL) et le pyrraline (Thorpe & Baynes, 2003). De plus 

des groupements amine libre de l'arginine et de la lysine, les AGEs se forment à partir du 

groupement thiol de la cystéine qui peut réagir rapidement avec des composés dicarbonylés. Les 

résultats de ces interactions sont la formation du carboxyméthyl-cystéine (CMC) et du 

carboxyéthyl-cystéine (CEG) (Zeng & Davies, 2005) (figure 8). 
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Figure 8: Représentation des structures de quelques AGEs caractérisés in vivo (modifié de {Thorpe & 
Baynes, 2003)) 
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Devant la diversité et la complexité structurale des AG Es, la détection et le dosage de ces produits 

in vivo reste une tache délicate. Les approches utilisées se résument à l'évaluation de la 

fluorescence des AGEs à des longueurs d'onde caractéristiques, la détection par des méthodes 

immunologiques et la chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de 

masse en tandem (LC-MS/ MS) (Jaisson & Gillery, 2018). Cependant, la pentosidine et le CML 

sont les AGEs les plus caractérisés. Ils sont facilement détectables et actuellement considérés 

comme des biomarqueurs cliniques de la formation et l'accumulation de ce groupe hétérogène 

de produits (Ghanem et al., 2011). 

La Pentosidine se classe dans la catégorie des AGEs réticulant et fluorescent. Cette molécule a 

été découverte et décrite pour la première fois en 1989 par Sell et Monier dans les structures du 

collagène (Sell & Monnier, 1989). C'est un composé de formule moléculaire générale C11 H21 N6 

04, constitué par un imidazole et un anneau de pyridine ainsi que des chaînes latérales de lysine 

et d'arginine. Le composé est aussi fluorescent à une longueur d'onde d'excitation (Aex = 335 

nm) et d'émission (Aem = 385nm). La formation de la pentosidine nécessite à la fois des réactions 

de glycation et d'oxydation qui se produisent entre une arginine et une lysine de différentes 

protéines. Le ribose est le sucre qui favorise la formation de la pentosidine, mais d'autres sucres 

interviennent comme le glucose et le fructose (Dyer et al., 1991 ). 

Le CML est désigné comme le produit de glycation le plus abondant dans les aliments ou dans 

les échantillons biologiques. Ce produit se classe dans la catégorie des AGEs non réticulant et 

non fluorescent. li a été décrit en 1986 lors des expériences portant sur l'identification des produits 

formés par l'interaction entre le glucose et la lysine des protéines dans des conditions 

physiologiques (Ahmed et al., 1986). Le CML est de formule brute CaH15N204. Il peut être formé 

par la réaction entre le glucose, le glyoxal et les résidus lysines, la peroxydation lipidique et 

l'oxydation de l'ascorbate (Delgado-Andrade, 2016). 

1.2.3 Précurseurs des produits avancés de glycation : Méthylglyoxal et 
Glyoxal 

Le méthylglyQ_~gL(f\.1_G)_!'llle_ gJyoxal (GO) sonLconsidé[éS comme les précurseurs majeurs de 

formation des AGEs grâce à leur hyperréactivité qui est estimée de l'ordre de 20.000 fois plus 

que le glucose (Thornalley, 2008). Ces deux composés dicarbonylés sont présents dans toutes 

les cellules et dans des conditions physiologiques ou physiopathologiques. Ils sont formés par 

des voies enzymatiques et non enzymatiques. Leur concentration dépend généralement des taux 

du glucose et des enzymes intervenant dans leur dégradation (Thornalley et al., 1999). 
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Le GO est principalement généré via la voie de dégradation des sucres. En premier lieu, l'auto­

oxydation de glucose favorise la formation du GO en présence des ions métalliques (Fe2+). 

Ensuite, les produits d'Amadori formés par la réaction de Maillard peuvent se transformer en GO 

(Manini et al., 2006). Autrement, le GO peut également provenir de la peroxydation lipidique. En 

effet, la peroxydation d'acides gras polyinsaturés génère des intermédiaires peroxydes. Ces 

derniers se dégradent pour former une variété de produits oxydants, dont le GO (Yin & Porter, 

2005). De plus, l'ascorbate peut se transformer spontanément en GO (Shangari & O'Brien, 2004 ). 

Le MG est principalement formé par la fragmentation des intermédiaires glycolytiques 

glycéraldéhyde-3-phosphate et dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Ce dernier peut produire 

du MG à la fois par élimination spontanée non enzymatique du groupement phosphate et par 

l'action du méthylglyoxal synthase (Kalapos, 1999). Le métabolisme des lipides participe à la 

formation du MG. En effet, l'acétone qui dérive de l'acétoacétate par l'activité de la 

myéloperoxydase est convertie en MG par l'action du cytochrome P450 2E1. De plus, l'hydrolyse 

de triacylglycérol permet de produire du glycérol phosphate qui peut être transformé en MG 

(Bondoc et al., 1999; Turk et al., 2006). La dégradation de la thréonine et de la glycine engendre 

la formation d'aminoacétone. Sous l'action de semicarbazide sensitive amine oxydase (SSAO), 

ce dernier est transformé en MG (Lyles, 1996). Comme le GO, le MG peut être formé au cours 

de la réaction de Maillard par la transformation des bases de schiffs et des produits d'Amadori. 

En plus de la formation endogène du MG et GO, ces deux dicarbonyls peuvent être apportés par 

les aliments qui contiennent des fortes teneurs en sucres et en lipides ainsi que les cigarettes 

(Fujioka & Shibamoto, 2006; Kuntz et al., 2009). La forte température de cuisson et la longue 

durée de stockage peuvent favoriser la génération de ces dicarbonyls (Homoki-Farkas et al., 

1997). En outre, de nombreux microorganismes qui sont impliqués dans le processus de 

fermentation produisent et libèrent du MG. Il a été montré que la fermentation peut entraîner une 

augmentation de ce produit dans les boissons alcoolisées et les aliments fermentés (Cooper, 

1984). 
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1.2.3.1 Méthylglyoxal et glyoxal dans la maladie d'Alzheimer 

En plus de son rôle majeur dans la formation des AGEs, ces deux précurseurs (MG et GO) 

peuvent être impliqués dans la physiopathologie de la MA (figure 9). 
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Figure 9: Schéma de l'implication du méthylglyoxal (MG) et du glyoxal (GO) dans la physiopathologie de la 
MA 

Le MG et le GO favorisent l'agrégation d'AI) et accélèrent la formation des plaques. Ce peptide peut se lier au récepteur 
RAGE et induire différentes voies de signalisations intracellulaires. L'activation du RAGE induit l'augmentation du stress 
oxydatif cellulaire, la libération des cytokines pro-inflammatoires et la phosphorylation de tau. Dans la cellule, le MG et 
le GO provoquent l'augmentation de stress oxydatif, le dysfonctionnement mitochondrial, le stress de réticulum 
endoplasmique, la glycation des protéines cytosoliques et la phosphorylation et l'agrégation de tau. Les deux enzymes 
glyoxalase 1 et 2 sont responsables de la dégradation du MG et du GO. L'interaction du GSH avec le MG ou le GO 
favorise la formation d'hémithioacétal qui sera métabolisé en S-D-lactoylglutathion par le GL0-1. Le GL0-2 favorise la 
production du D-lactate à partir du S-D-lactoylglutathion en libérant du glutathion (Angeloni et al., 2014; Gai et al., 
2016). 

La présence et l'abondance du MG et du GO sont corrélées à une augmentation de l'un des 

mécanismes physiopathologiques de la MA (le stress oxydatif). Il a été montré que le traitement 

des cellules neuronales en culture par ces dicarbonyles diminue fortement les taux intracellulaires 

du GSH et perturbe les processus antioxydants. Ces effets entraînent une production des ROS 

et, par conséquent, un état de stress oxydatif cellu laire (Dafre et al .. 2015; de Arriba et al., 2007b; 

Di Loreto et al., 2008). 

29 



En outre, les ROS peuvent être générés au cours de la formation et la dégradation du MG et GO. 

La formation du MG à partir d'aminoacétone ou acétol permet la libération du peroxyde 

d'hydrogène (Yu et al., 2003). La conversion du MG en pyruvate par l'action du glyoxal oxydase 

produit également le peroxyde d'hydrogène (Kersten & Kirk, 1987). De plus, le GO peut former 

du glycolate qui s'oxyde en glyoxylate avec la libération de H202 (Yang et al., 2011 ). Le GO peut 

également réagir avec un radical hydroxyle pour former un radical GO. Cette réaction est trois 

fois plus rapide que la réaction entre MG et les radicaux hydroxyles (Galano et al., 2004). Le 

dysfonctionnement mitochondrial est la principale source de génération de ROS qui est impliqué 

dans la MA. Le traitement des cellules neuronales par le MG provoque une altération de la 

respiration mitochondriale et du statut énergétique des cellules. De plus, ce dicarbonyle favorise 

l'augmentation de la production de ROS et de lactate et diminue le potentiel des membranes 

mitochondriales et des taux d'ATP intracellulaire (de Arriba et al., 2007a). Il a été montré que le 

traitement des cultures primaires de neurones d'hippocampe de rat par le MG augmente le niveau 

d'expression de caspase-3 clivée et diminue le rapport Bcl-2/Bax (Chenet al., 2010). Le MG joue 

un double rôle dans l'induction de l'hyperphosphorylation de la protéine tau de telle sorte qu'il 

augmente les activités des kinases et réduit les niveaux de phosphatases. Le traitement des 

cellules N2a de souris avec du MG a montré l'activation des kinases GSK-3J3 et p38 ainsi que 

l'hyperphosphorylation de tau. L'inhibition de ces deux kinases diminue les taux de tau 

hyperphosphorylée induites par le MG. D'autre part, le MG provoque une diminution des taux de 

PP2. (Li et al., 2012b). ln vitro, l'incubation de protéines tau phosphorylées en présence du MG 

favorise la formation des agrégats et de structures fibrillaires (Kuhla et al., 2007b). Le MG est 

également capable d'augmenter le taux de production d'AJ3 et la formation d'oligomères et de 

fibrilles ainsi d'accroître la taille des agrégats (Chen et al., 2006). Chez des souris, l'administration 

intracérébroventriculaire (ICV) du MG induit une hyperphosphorylation de tau el provoque des 

lésions de l'hippocampe et des troubles de mémoire (Qi et al., 2017) . Des taux élevés du MG 

chez des rats diabétiques a été associée à des troubles cognitifs, de mémoire et d'apprentissage 

(Huang et al., 2012). L'administration du MG par ICV induit un déficit cognitif et des altérations 

neurochimiques dans l'hippocampe de rat (Hansen et al., 2016). 

Malgré tous les effets neurotoxiques du MG, leurs niveaux dans les liquides biologiques ont été 

peu étudiés. Dans le LCR, les taux du MG sont plus élevés chez les patients atteints de la MA 

par rapport au témoin. Ces niveaux sont inversement associés aux scores cognitifs du test MMSE 

(Ahmed et al., 2005a). De plus, chez des personnes âgées, des taux sériques élevés de MG sont 

associés à un déficit de mémoire, à un volume de matière grise plus faible (Srikanth et al., 2013) 
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et un plus grand déclin cognitif significatif par rapport à ceux qui ont des taux faibles de ce 

dicarbonyl (Beeri et al., 2011 ). 

Différentes enzymes contribuent à la détoxification du MG et du GO, parmi lesquelles le système 

glyoxalase est décrit comme le plus spécifique (Vander Jagt & Hunsaker, 2003). Ce système est 

composé par deux enzymes, glyoxalase 1 et 2 (GL0-1 et 2). L'interaction de GSH avec le MG 

favorise la formation d'hémithioacétal qui est métabolisée en S-D-lactoylglutathion par le GL0-1. 

Le GL0-2 favorise la production du D-lactate à partir du S-D-lactoylglutathion en libérant du 

glutathion. 

L'accumulation de MG et du GO est étroitement liée au stress oxydatif et à la formation d'AGEs, 

qui sont des facteurs majeurs impliqués dans plusieurs pathologies liées à l'âge. Des 

observations des coupes du cerveau humain ont montré que l'expression de GL0-1 dans les 

astrocytes et les neurones augmente avant 55 ans et diminue progressivement en fonction de 

l'âge. Ces résultats ont été confirmés par les niveaux d'ARNm et d'activité enzymatique. Les 

auteurs du travail ont expliqué que l'augmentation d'expression du GL0-1 jusqu'à l'âge de 55 ans 

pourrait être due à un mécanisme compensatoire contre les taux élevés des dicarbonyls (Kuhla 

et al., 2006). Kuhla et al ont comparé les niveaux d'ARNm et l'activité enzymatique du GL0-1 

chez des patients atteints de la MA à différents stades et des personnes saines. Leurs résultats 

ont montré que les niveaux d'ARNm ou l'activité enzymatique du GL01 augmentent aux stades 

précoces de la maladie et diminuent progressivement aux stades modérés et sévères par rapport 

aux personnes saines (Kuhla et al., 2007a). En plus du système glyoxalase, il existe également 

d'autres enzymes qui participent à la détoxification du MG et du GO, telles que l'aldéhyde 

déshydrogénase (ALDH), l'aldose réductase NADPH-dépendante, la 2-oxoaldéhyde 

déshydrogénase et le carbonyle réductase. Il a été montré que l'activité enzymatique d'ALDH est 

augmentée dans le cortex temporal des patients atteints de MA par rapport aux sujets sains. 

Cette augmentation est expliquée par un effet compensatoire contre les taux élevés des 

dicarbonyls et du stress oxydatif (Picklo et al., 2001 ). Le GSH possède une importante capacité 

antioxydante qui permet de neutraliser les radicaux libres, le MG et le GO. Des études in vitro et 

in vivo eldes_coupes de c_erveaux_des patients atteints de la MA montrentune association entre 

la réduction des taux du GSH, l'altération des fonctions cognitives et la pathogenèse de la MA 

(Mandai et al., 2015; Resende et al., 2008; Venkateshappa et al., 2012). Il est intéressant de 

noter que des récents travaux ont rapporté une autre protéine qui favorise la détoxification du MG 

et du GO nommé DJ-1. Cette protéine est décrite en tant qu'homologue humain d'un nouveau 
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type de glyoxalase (GL0-3) qui convertit le MG en acide lactique en absence de glutathion (De 

Lazzari & Bisaglia, 2017; Lee et al., 2012; Sharma et al., 2019a). 

1.2.4 Les récepteurs des produits avancés de glycation 

Différents types de récepteurs sont capables de lier les AGEs. Selon leurs actions vis-à-vis la 

fixation des AGEs, ces récepteurs forment deux catégories: les récepteurs qui interviennent dans 

!'endocytose et la dégradation des AGEs incluant AGE-R1/0ST-48, AGE-R3/galectin-3 et les 

récepteurs « scavenger » (MSR-All, MSR-BI, CD36 et FEEL-1/FEEL-2) et les récepteurs qui 

activent les réponses cellulaires comme AGE-R2/80K-H et le récepteur le plus étudié RAGE 

(tableau 1 ). 

1.2.4.1 Le récepteur RAGE 

Le récepteur des produits avancés de glycation (RAGE) est un récepteur membranaire de 404 

acides aminés qui appartient à la superfamille des immunoglobulines. Il est exprimé dans de 

nombreux types cellulaires dont les monocytes, les macrophages, les lymphocytes T, les 

neurones, les cellules gliales, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les 

fibroblastes (Kierdorf & Fritz, 2013). Structuralement, RAGE est constituée de 3 domaines: un 

domaine extracellulaire nécessaire à la reconnaissance et à la liaison des ligands, une seule 

hélice transmembranaire responsable de l'ancrage de la protéine a la membrane et un domaine 

cytoplasmique qui favorise l'activation de différentes voies de signalisation. Le domaine 

extracellulaire est formé de trois sous domaines V, C1 et C2 dont les deux sous domaines V et 

C1 forment une seule entité qui est attaché au sous-domaine C2 par quelques acides aminés. 

Ce récepteur possède la capacité de lier une grande variété de ligands telle que les AGEs 

(comme le CML), les peptides A13 sous différentes formes (monomères, d'oligomères et fibrilles), 

la famille des protéines 8100 / calgranuline, la protéine HMGB1 (High mobility group box 1), les 

lipopolysaccharides (LPS) et l'acide lysophosphalidique. Celte capacité est due à la distribution 

des acides aminés dans les différents sous domaines du récepteur. 

En effet, le bfocVC1 confient95% de résidus d'arginines et de lysines qui associent une charge 

positive à la surface du domaine. Ceci donne à ce dernier une affinité pour une variété de 

composés polyanioniques, telles que les protéines modifiées par les AG Es exprimant une charge 

négative. La présence majeure des acides aminés acides (Aspartate et Glutamate) sur le sous­

domaine C2 lui confère une charge négative ayant une affinité pour des molécules positivement 

chargées (Fritz, 2011 ). 
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En plus de la forme membranaire pleine longueur, plusieurs isoformes de RAGE ont été décrites, 

principalement sa forme soluble (figure 10). Deux différents types de RAGE soluble ont été 

identifiés: cRAGE est le résultat d'un clivage du récepteur membranaire et esRAGE (endosomal 

soluble RAGE) est le résultat d'un épissage alternatif d'ARNm du RAGE. cRAGE est obtenue par 

le clivage protéolytique de la forme complète du récepteur à la membrane par l'a sécrétase 

(ADAM-10) et la métalloprotéase matricielle 9 (MMP9), ce qui permettra à la partie extracellulaire 

de se libérer du récepteur (Raucci et al., 2008; Zhang et al., 2008). L'épissage alternatif de l'intron 

9 et l'excision de l'exon 1 O d'ARNm de RAGE sont à l'origine de la production de l'autre forme 

soluble (esRAGE). En effet, ce processus entraine la modification du cadre de lecture via la 

génération d'un codon-stop de façon prématurée au sein de l'intron 9. Par conséquent, on obtient 

un récepteur tronqué qui ne contient pas l'hélice transmembranaire ni la queue intracellulaire 

avec l'ajout de 16 nouveaux acides aminés dans la région C-terminale. Cette séquence d'acides 

aminés différencie le RAGE membranaire du clivé et de l'esRAGE (Schlueter et al., 2003; 

Yonekura et al., 2003). En plus des isoformes solubles, d'autres isoformes membranaires de 

RAGE ont été identifiés. La dominante négative de RGAE (ON-RAGE) est le résultat d'un 

épissage alternatif qui donne naissance à un récepteur membranaire identique à RAGE pleine 

longueur, dont il ne manque que le domaine intracellulaire. Par conséquent, cette forme est 

incapable d'induire une réponse cellulaire à la suite de la liaison des ligands. En plus, elle entre 

en compétition pour la liaison des ligands de RAGE pleine longueur et réduit son activation (Ding 

& Keller, 2005a). En outre, un autre isoforme de RAGE est retrouvé de façon moins abondante 

que RAGE pleine longueur, il s'agit de b.N-RAGE. Ce dernier ne possède pas le sous-domaine V 

et ne peut pas lier la plupart des ligands du récepteur (Yonekura et al., 2003). D'autres isoformes 

de RAGE sont retrouvés spécifiquement dans le cerveau humain. Les astrocytes et les neurones 

expriment les isoformes décrits précédemment avec des légères modifications structurales. On 

trouve la forme RAGEs qui présente le récepteur pleine longueur manquant une séquence de 16 

acides aminés sur sa partie intracellulaire. La structure de la forme soluble de RAGE et le 

dominant négatif ont été également observés avec un sous domaine C1 tronqué (Ding & Keller, 

2005c). 

33 



RAGE soluble 

1 
es RAGE 

AG Es RAGE cRAGE ON-RAGE 

âN-RAGE 

Espace 
extracellulaire 

Espace 
intracellulaire 

Figure 10: Schéma des différentes formes de RAGE (modifié de (Kierdorf & Fritz, 2013)) 

La liaison d'un ligand à un récepteur représente l'étape la plus importante pour son activation. 

L'analyse biochimique de RAGE membranaire indique que ce dernier n'agit pas comme un 

récepteur monomérique. Généralement, il forme des multimètres comprenant au moins quatre 

récepteurs dans la membrane plasmique. Le sous-domaine C1 est le responsable de 

l'assemblage des RAGE. La formation des oligomères de RAGE à la membrane semble être un 

mécanisme important pour la liaison et l'affinité des ligands. Des études ont montré que l'affinité 

des monomères de RAGE pour ces ligands est généralement plus faible que celle des 

oligomères. Cette différence est expliquée par la proximité des sous-domaines V engendrée par 

l'assemblage des récepteurs, ce qui augmente le nombre de sites de liaison disponibles pour le 

ligand (Kislinger et al., 1999; Xie et al., 2008; Yatime & Andersen, 2013). 

1.2.4.2 Les rôles physiologiques de RAGE 

RAGE est exprimé dans plusieurs types cellulaires mais son rôle physiologique reste encore 

relativement mal compris. Les poumons sont les tissus qui présentent une forte expression de ce 

récepteur (Brett et al. , 1993), suggérant un rôle spécifique de ce récepteur dans le maintien de 

l'homéostasie de cet organe. Il a été montré que les souris qui n'expriment pas le récepteur 

(RAGE - I -) présentent une altération au niveau des capacités respiratoires. Chez ces animaux, 

une augmentation de la compliance pulmonaire et une diminution de la capacité expiratoire 
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maximale sont observées par rapport à des souris qui expriment le récepteur (Al-Robaiy et al., 

2013). Sur la base des travaux de Bartling et al qui montrent l'implication de RAGE dans 

l'adhésion cellulaire (Bartling et al., 2005), il a été montré que RAGE est impliqué dans l'adhésion 

entre les cellules et leur matrice et permettait ainsi un meilleur étalement cellulaire sur la surface 

de la membrane basolatérale des poumons (Demling et al., 2006). 

RAGE est exprimé dans les cellules osseuses (ostéoclastes et ostéoblastes). Il est impliqué dans 

la différenciation des ostéoclastes. Il a été montré que les macrophages issus des cultures de 

moelle osseuse qui n'expriment pas le récepteur (RAGE - /-)semblent plus petites que celles de 

cultures des cellules normales (Zhou et al., 2006). En plus de son rôle dans la biogenèse des 

cellules immunitaires par la différenciation des cellules de la moelle osseuse, ce récepteur est 

présent à la surface de plusieurs cellules immunitaires, dont les macrophages, les monocytes, 

les neutrophiles, les lymphocytes et les cellules dendritiques. Il est impliqué dans l'immunité innée 

par la libération des divers facteurs pro-inflammatoire à la suite de l'activation du facteur NF-KB. 

Il participe également au recrutement des leucocytes en liant leur intégrine Mac-1. De plus, il 

forme un complexe avec le récepteur de type Toll-9 qui a la capacité de reconnaître et lier l'ADN 

provenant de pathogènes (Chavakis et al., 2003; Tian et al., 2007). Il a été montré que des souris 

qui n'expriment pas le récepteur (RAGE - / -) présentent une inflammation locale faible, une 

activation moindre de NF-KB et une réduction de la réponse aux pathogènes (Liliensiek et al., 

2004). Dans le cadre d'immunité adaptative, l'administration de sRAGE à des souris naïves 

provoque l'activation et la maturation des cellules B, ce qui entraîne une sécrétion plus élevée 

d'lgM et d'lgG et conduit à l'activation des cellules T (Brisslert et al., 2013). 

Dans le SNC, RAGE est impliqué dans des conditions physiologiques et pathologiques. 

L'interaction des RAGE avec les AGEs ou l'A13 provoque l'inflammation et l'augmentation du 

stress oxydatif favorisant la pathogenèse de certains troubles neurologiques comme la MA (Chen 

et al., 2014a). La liaison de HMGB1 et 81008 sur RAGE à de faibles concentrations est impliquée 

dans de nombreuses fonctions neuronales, notamment la croissance, la migration, la 

différenciation et la survie des neurites. Cependant, des concentrations élevées induisent la 

libération des_facteurs _pro-inflammatoires permettanLl'installation d'un état d'inflammation 

(Huttunen et al., 2000). En plus de l'influence de la concentration, le type de cellule semble 

également être important dans l'effet des ligands du RAGE. Dans les neurones, la liaison de 

HMGB1 entraîne la croissance des neurites alors que l'interaction de cette molécule sur RAGE 

des microglies provoque une réponse inflammatoire (Ding & Keller, 2005b). 
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1.2.4.3 Les rôles physiopathologiques de RAGE dans la maladie 

d'Alzheimer 

Le récepteur RAGE joue un rôle important dans la MA. Il intervient dans plusieurs mécanismes 

phy_siopathologiques impliqués dans cette maladie. Ce récepteur est impliqué dans la formation 

des plaques séniles dans les cerveaux des patients atteints de la MA puisqu'il assure le transport 

de ce peptide. Des études ont montré que RAGE agit comme un transporteur important en 

régulant l'influx d'Aj3 circulant dans le cerveau, alors que l'efflux d'Aj3 dérivé du cerveau dans la 

circulation via la BHE est mis en œuvre par le récepteur LRP1 et la glycoprotéine P (Deane et 

al., 2009; Deane et al., 2003). ln vitro, le peptide Aj3 altère l'intégrité des cellules endothéliales 

via son interaction avec le récepteur RAGE. En effet, cette interaction perturbe les protéines de 

jonction serrées et induit la rupture de l'intégrité de la BHE (Chenet al., 2018b; Kook et al., 2012; 

Wan et al., 2015). 

Dans les cerveaux de patients atteints de la MA, RAGE présente une expression plus élevée 

dans les cellules neuronales et gliales de l'hippocampe et du cortex par rapport au cerveau des 

sujets contrôlés (Sasaki et al., 2001). La liaison des AGEs et d'Aj3 à la surface du RAGE 

déclenche des réponses cellulaires impliquées dans le développement et la progression de la 

MA. Les cascades de signalisation induites sont dépendantes de la nature et de la concentration 

de ligands et du type cellulaire. Parmi les voies activées par ce récepteur, la voie de NADPH 

oxydase favorise la formation des ROS et, par conséquent, l'activation du facteur de transcription 

NF-KB. De plus, RAGE est impliqué dans l'activation d'autres voies de signalisation telles que les 

voies des protéines kinase ERK, JNK, MAPK et GSK-313 qui sont impliquées dans la MA. 

L'activation de ces voies favorise un état de stress oxydatif, la libération de cytokines pro­

inflammatoires telles que TNF-a et IL-6 via l'activation de NF-KB, la formation de PS par la genèse 

d'Aj3 et la surexpression de BACE1, l'hyperphosphorylation de tau et l'activation des cellules 

gliales (figure 7) (Arancio et al., 2004; Bourne et al., 2007; Chenet al., 2014b; Li et al., 2013b; 

Yan et al., 1996). 

Contrairement au RAGE, les deux isoformes de sécrétion (le variant d'épissage alternatif 
------ -- -

(esRAGE) et le variant clivé de RAGE pleine longueur (cRAGE)) circulent librement dans les 

fluides biologiques. Ces deux isoformes peuvent contribuer à l'élimination ou à la neutralisation 

des ligands en circulation, permettant ainsi la protection contre les effets néfastes d'activation du 

RAGE. Certaines études ont démontré la relation entre les taux circulaires du RAGE et la 

démence. Dans une étude clinique qui portait sur 152 patients atteints de MA, 91 atteints de 

démence vasculaire et 161 sujets témoins, l'équipe de Emanuele et al. a montré que les taux du 
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cRAGE plasmatiques étaient significativement réduits chez des patients atteints de la MA par 

rapport aux patients atteints de démence vasculaire ou des sujets témoins (Emanuele et al., 

2005). De plus, un niveau réduit de cette forme circulante a été observé chez des patients 

présentant une déficience cognitive (MCI) (Ghidoni et al., 2008). La réduction de taux circulaire 

de RAGE chez les patients MCI et atteints de la MA suggèrent un rôle de RAGE et ces ligands 

dans la pathogenèse de la maladie. 

Tableau 1: Les autres récepteurs des AGEs 

AGE-R3/galectin-3 Monocytes 

(Barondes et al., 

1994; Ott et al., 

AG Es 

Fibronectine 
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Rôle 

Ce récepteur joue un rôle 

important dans !'endocytose et 

la dégradation des AGEs et la 

protection contre la production 

des ROS et du stress oxydatif. 

La fonction biologique de ce 

récepteur est peu connue. 

Mais, il est impliqué dans la 

signalisation intracellulaire et le 

trafic vésiculaire. 

Ce récepteur est impliqué dans 

les processus de migration et 

d'adhésion, de croissance et de 



2014; Pricci et al., 

2000; Yoshii et al., 

2002) 

MSR·All 

(Emi et al., 1993; 

Kodama et al., 

1990; Ott et al., 

2014) (Araki et al., 

1995) 

MSR·BI et CD36 

(Gu et al., 1998; 

Kuniyasu et al., 

2003; Nakata et al., 

1999; Ohgami etal., 

2001 ). 

FEEL-1 IFEEL-2 

Macrophages, 

Lymphocytes T 

Cellules endothéliales 

Fibroblastes 

Cellules musculaires 

lisses 

Cellules neuronales 

Monocytes 

Macrophages 

Cellules dendritiques 

Cellules endothéliales 

Lymphocytes B 

Cellules endothéliales 

Cellules épithéliales 

Adipocytes 

Plaquettes 

Macrophage 

(Ott et al., 2014; Monocyte 

Tamura et al., 2oo3) Cellules endothéliales 

Collagène 

AG Es 

LOL oxydés 

Amyloïde 

bêta 

AG Es 

LOL oxydés 

HOL 

LOL 

VLOL 

Collagène 

Acide gras à 

longues 

chaines 

AG Es 

LOL oxydés 

et acétylé 
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différenciation cellulaire, ainsi 

que dans la modulation de la 

réponse immunitaire. 

Ce récepteur joue un rôle dans 

I' endocytose et la dégradation 

des LOL oxydés et des AGEs. 

Ce récepteur joue un rôle dans 

!'endocytose et la dégradation 

des LOL oxydés et des AGEs, 

l'adhésion cellulaire et la 

régulation de transport des 

acides gras 

Ce récepteur joue un rôle dans 

I' endocytose et la dégradation 

des LOL oxydés/acétylés et des 

AGES. 



1.2.5 Les produits avancés de glycation et la maladie d'Alzheimer 

Plusieurs études ont montré l'implication des AGEs dans la physiopathologie de la MA. D'une 

manière indirecte, ces produits sont impliqués dans des processus et mécanismes 

physiopathologiques du diabète, du syndrome métabolique, du vieillissement et des 

complications cardiovasculaires, qui sont des facteurs de risque bien connus de la MA (Haddad 

et al., 2016; Simm, 2013). Des études d'immunohistochimie ont montré que les AGEs 

s'accumulent dans les plaques séniles et les ENF des cerveaux des patients atteints de la MA 

(Girones et al., 2004 ). Cette accumulation augmente dans la région d'hippocampe par rapport au 

cortex frontal et temporal. Les deux majeurs AGEs trouvés dans les cerveaux des patients atteints 

de la MA sont le CML et la pentosidine (Horie et al., 1997). Des concentrations élevées de ces 

deux produits sont identifiées dans les astrocytes et les microglies activées (Takeda et al., 1998). 

Dans les neurones, les AGEs s'accumulent dans les endosomes et les lysosomes et favorisent 

la formation des pigments de lipofuscine (Li et al., 1995; Takedo et al., 1996). Une étude qui a 

été réalisée sur des cerveaux issus des personnes âgées et des personnes atteintes de la MA a 

montré que le nombre des neurones qui contiennent des AGEs augmentent et corrèlent avec 

l'âge et avec la progression de la maladie. Dans cette étude, les neurones qui montrent des taux 

élevés des AGEs présentent une augmentation des taux de la protéine tau hyperphosphorylée 

(Lüth et al., 2005). Ces observations suggèrent un lien entre l'accumulation des AGEs et la 

formation des ENF. ln vitro, la formation des AGEs sur le peptide A~ favorise son agrégation en 

présence d'ions de cuivre et de fer. Ceci suggère que les AGEs pourraient accélérer le dépôt et 

l'agrégation d'A~ ainsi que la formation de plaques (Fica-Contreras et al., 2017; Loske et al., 

2000). L'interaction entre les AG Es et RAGE induit la génération de stress oxydatif intracellulaire, 

la libération de cytokines pro-inflammatoires sous forme d'IL6 et de TNF-a, l'augmentation de la 

libération d'A~ et l'hyperphosphorylation de tau (Gai et al., 2016). Dans un modèle animal, une 

injection en ICV d'A~ glyquée provoque un déficit de mémoire chez le rat (Chen et al., 2014a). 

L'injection intra hippocampique d'AGEs, obtenue à partir de l'incubation du BSA et du glucose, 

provoque une hyperphosphorylation de tau, une détérioration de la mémoire, une diminution des 

niveaux de protéines synaptiques et une altération de la potentialisation à long terme (L TP) (Li et 

al., 2012a). 

Il existe peu d'études qui décrivent le profil plasmatique ou sérique de la pentosidine et du CML 

dans le cadre de la MA. En effet, une augmentation de la concentration de la pentosidine dans le 

LCR efle sérum chez lés patients atteints dela MA panapportauxtemoins a été observée dans 

différentes études (Meli et al., 2002; Monacelli et al., 2015; Monacelli et al., 2014). 
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Une autre étude a montré que les taux de CML et du pentosidine sont significativement élevés 

dans le LCR des patients atteints de la MA et de démence vasculaire par rapport aux témoins 

(Bar et al., 2003). 

1.3 Les vésicules extracellulaires 

Les vésicules extracellulaires (EVs) sont des particules de taille nanométriques (qui varient de 30 

nm à quelques µm) libérées par la plupart des cellules eucaryotes. Chez l'homme, les EVs se 

trouvent dans de nombreux fluides biologiques, y compris le sang, l'urine, les larmes et la salive. 

Ils sont impliqués dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques (Abels & 

Breakefield, 2016; Raposo & Stoorvogel, 2013). Des images prises par microscopie électronique 

à transmission révèlent que ces vésicules se caractérisent par une structure sphérique qui est 

constituée d'une bicouche lipidique (figure 11 ). 

Figure 11: Imageries des vésicules extracellulaires prisent par microscopie électronique à transmission (van 
der Pol et al., 2012) 

Les EVs se divisent en trois sous-types qui se distinguent par leur taille et leur voie de biogenèse. 

Deux d'entre eux sont libérés par les cellules vivantes, il s'agit des exosomes (de diamètre qui 

varie de 30 à 150 nm) et des microvésicules (diamètre qui varie de 50 à 1000 nm). Le troisième 

sous type regroupe les corps apoptotiques. Ce sont des vésicules hétérogènes dont le diamètre 

est compris entre 500 et 5 000 nm. Ils sont libérés des cellules au cours de l'apoptose (Kalra et 

al., 2016; van der Pol et al., 2016). Les exosomes sont des EVs dont la densité se situe entre 

1, 13 et 1, 19 g/ml dans un gradient de sucrase. Ces petites vésicules sont formées à la suite du 

phénomène de !'endocytose qui permet la formation d'endosome précoce. Ce dernier se 

transforme en corps multivésiculaires (MVB) qui contient des vésicules intraluminales {IVs). Le 

MVB se fusionne-avec la me-mbrane plasmique et libère-les IVs à l'extérieur de-la cellule. Les IVs 

libérés ont pris la nomination des exosomes (Mathivanan et al., 2010; Thery et al., 2002). 
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Contrairement aux exosomes, les microvésicules sont libérées par le bourgeonnement de la 

membrane plasmique suite à un mécanisme soutenu par le remodelage du cytosquelette (Lasser 

et al., 2018). En fonction de leur type, les EVs renferment plusieurs molécules y compris des 

protéines, des lipides, des enzymes, du cholestérol, de l'ARN et de l'ADN. Ils jouent un rôle 

important dans la communication cellulaire. Au cours des dernières années, les intérêts 

scientifiques se sont dirigés vers les études des EVs en raison de leurs importances en tant 

qu'outil potentiel de diagnostic ou comme véhicule thérapeutique (Melling et al., 2019; Momen­

Heravi et al., 2018). 

1.3.1 Mécanismes de biogenèse et de libération 

Les EVs issues des cellules vivantes (exosomes et microvésicules) suivent deux différentes 

routes de biogenèse. La formation des exosomes est dépendant de la voie d'endocytose et la 

formation des endosomes. L'induction d'endocytose (exemple : interaction ligand-récepteur) 

permet la déformation de la membrane plasmique vers l'intérieur et la formation d'endosome 

précoce enfermant une portion de cytosol (Grant & Donaldson, 2009). Ensuite, l'endosome 

précoce se transforme en endosomes tardifs par l'action des différents complexes protéiques qui 

assurent la formation des IVs à partir de la membrane endosomale (Stoorvogel et al., 1991 ). 

Selon son contenu, l'endosome tardif ou le MVB (corps multivésiculaires) prendra deux 

différentes directions. Dans le cas où son contenu est destiné à la dégradation, le MVB fusionne 

avec le lysosome. Dans le second cas, il fusionne avec la membrane cellulaire libérant les IVs 

dans l'espace extracellulaire (Simons & Raposo, 2009). La formation des IVs est un mécanisme 

clé dans la biogenèse des exosomes. Ce mécanisme met en jeu différents acteurs qui se 

distinguent sur deux voies différentes dépendantes et indépendantes d'un complexe protéique 

appelé ESCRT (endosomal sorting complexe required for transport). Le processus de formation 

d'IVs dépendant du complexe ESCRT commence lorsque la membrane endosomale est 

réorganisée en microdomaines spécialisés enrichis en tétraspanines tels que le CD9 et le CD63 

(Pois & Klumperman, 2009). Le complexe ESCRT est composé de quatre complexes protéiques 

(ESCRT-0, I, Il et Ill) dont chacun joue un rôle bien déterminé (figure 12) (Colombo et al., 2013). 
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Figure 12: Schéma de mécanisme de formation des exosomes dépendant du complexe ESCRT (modifié de 

(Wollert & Hurley, 2010)) 

ESCRT-0 est formé par les deux sous unités Hrs et STAM. Il est recruté à la membrane 

d'endosome précoce et se lie avec le phospholipide Pl (3) Pet les protéines ubiquitinylées grâce 

à la protéine Hrs. Ensuite, le complexe ESCRT-0 permet le recrutement du complexe ESCRT-1 

(qui est formé de deux sous unités TSG101 (tumor susceptibility gene 101) et Vps28)) à la 

membrane endosomale et forme un complexe ESCRT-0 / ESCRT-1. Ce complexe nouvellement 

formé recrute le complexe ESCRT-11 qui permet la déformation et le bourgeonnement de la 

membrane endosomale vers l'intérieur. Ce mouvement assure la séquestration des cargos dans 

la vésicule formée. Le recrutement du complexe ESCRT-111 (qui comporte quatre sous unités 

CHMP 2, 3, 4 et 6 (charged-multivesicular body proteins) et son association avec le complexe 

ESCRT-1 par l'intermédiaire de la protéine Alix (Alg2 lnteracting Protein X) favorise la scission de 

la membrane et aboutit à la formation des IVs (Chiaruttini et al., 2015; Hurley, 201 O; Raiborg & 

Stenmark, 2009). Les exosomes peuvent également être formés d'une manière indépendante du 

complexe ESCRT. En effet, il a été démontré qu'en absence du complexe ESCRT, les cellules 

forment et libèrent les exosomes (Stuffers et al., 2009). En plus, la déplétion de la protéine 

TSG101 par des siRNA diminue de 40% la formation des IVs (Falguieres et al., 2008). Le ou les 

mécanismes de formation des IVs indépendamment du complexe ESCRT sont mal connus. 

Cependant, Il a été démontré que la biogenèse des IVs nécessite la génération de céramide à 

partir de sphingomyéline. La céramide formée permet la génération de sous-domaines 

membranaires favorisant la naissance d'une courbure spontanée au niveau de la membrane 

endosomale (Trajkovic et al., 2008). De plus, il a été observé que la protéine Alix participe à la 

biogenèse des exosomes à travers le complexe syndecane-syntenine-Alix (Baietti et al., 2012). 

Les tetraspanines, tels que les CD 9, 63 et 81 , sont impliqués dans la formation des IVs. Ces 

protéines se regroupent sur la membrane d'endosome et forment des interactions dynamiques 
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avec différentes protéines transmembranaires et intraendosomale favorisant le bourgeonnement 

vers l'intérieur (Zimmerman et al., 2016). Une fois formé, le MVB est amené vers la membrane 

plasmique et la fusion permet de libérer les exosomes. Cette étape met en jeu plusieurs éléments. 

Le déplacement de MVB vers la membrane est assuré par une famille des petites protéines 

GTPases nommée Rab (Ras-related in brain). Il a été démontré que les protéines Rab 11, 35, 

27A et B interviennent dans ce mécanisme (Hsu et al., 2010; Ostrowski et al., 2010). En plus des 

protéines Rab, les protéines SNARE (SNAP (Soluble NSF attachment Protein) Receptors) sont 

impliquées dans la fusion des bicouches lipidiques de la membrane plasmique et du MVB. Ces 

protéines possèdent une structure en forme d'hélice qui favorise la formation d'un complexe de 

quatre protéines. Ce complexe assure l'attachement et la fusion entre la membrane plasmique et 

celle du MVB favorisant la libération des vésicules (Cai et al., 2007; Fader et al., 2009). 

Les microvésicules se forment par le bourgeonnement extérieur et la fission de la membrane 

plasmique des cellules vivantes. Une combinaison d'actions tels que la redistribution des 

phospholipides membranaire, le repositionnement de la phosphatidylsérine et le mouvement 

d'actine et myosine entraînent la formation des microvésicules (figure 13). Le bourgeonnement 

vers l'extérieur commence par l'action des translocases spécifiques comme la floppase ou la 

scramblase sur la phosphatidylsérine. Le mécanisme moléculaire est ensuite initié par le facteur 

de ribosylation ADP 6 qui active la phospholipase D. Cette action permet le recrutement de la 

kinase extracellulaire à régulation de signal (ERK) au niveau de la membrane plasmique. Cette 

kinase assure la phosphorylation et l'activation d'une deuxième kinase nommée la kinase de la 

chaîne légère de la myosine (MLCK). Une fois activée, cette dernière induit la phosphorylation et 

l'activation de la myosine et favorise la libération des microvésicules (Akers el al., 2013; 

Muralidharan-Chari el al., 2009). De plus, il a été montré qu'un autre mécanisme impliquant la 

protéine TSG101, le complexe ESCRT-111 et la protéine Vps ATPase permet la formation et la 

libération des microvésicules (Nabhan et al., 2012). 
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Figure 13: Schéma des mécanismes de formation des microvésicules (modifié de (Kalra et al., 2016)) 

A: Mécanisme dépendant de ESCRT-111, de TSG101 et de Vps4. B: Mécanisme implique les protéines floppase ou la 

scramblase, le facteur de ribosylation ADP 6 (ARF6), la phospholipase D (PLO), la kinase extracellulaire à régulation 

de signal (ERK) et la kinase de la chaîne légère de la myosine (MLCK) 

1.3.2 Compositions 

Différents facteurs peuvent influencer le contenu des EVs, y compris leur nature et leur mode de 

biogenèse ainsi que le type et les conditions physiologiques des cellules d'origines. 

Généralement, les EVs peuvent contenir diverses protéines, lipides et acides nucléiques. Il existe 

différentes bases de données {Exocarta, Vesiclepedia et EVpedia) qui décrivent les contenus des 

EVs issus de nombreuses études {Keerthikumar et al. , 2016; Kim et al. , 2013; Pathan et al. , 

2019). En général, le contenu protéique des EVs inclut des protéines membranaires et 

cytosoliques et celles qui interviennent dans le mécanisme de biogenèse et de libération. On note 

la présence des protéines du complexe ESCRT telles que les deux protéines TSG101 et Alix ainsi 

que les tetraspanines tels que CD63, CD81 et CD9 qui sont actuellement considérés comme des 
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marqueurs des EVs. De plus, d'autres protéines sont identifiées comme celle du cytosquelette 

(actine et tubuline) , des protéines de présentation d'antigène (CMH 1 et Il) et des enzymes du 

métabolisme cellulaire comme la GAPDH et GTPase (Kowal et al. , 2016). Généralement, les 

protéines associées au réticulum endoplasmique (comme la calnexine) et à l'appareil de Golgi 

(cis-Golgi matrix protein, GM130) ne se trouvent pas dans les EVs. Ces protéines sont utilisées 

comme des marqueurs négatifs afin de déterminer la pureté d' isolation des EVs (Thery et al. , 

2001 ). Dans des conditions pathologiques ou physiologiques, les EVs isolés du LCR ou du 

plasma contiennent des protéines dérivées du cerveau, tels que les marqueurs de la microglie 

(CD11 b et CD45), les marqueurs neuronaux impliquées dans des maladies neurodégénératives 

comme des prions, des peptides Ap, de la protéine tau phosphorylée, le superoxyde dismutase1 

(SOD1) et l'alpha-synucléine {Arellano-Anaya et al. , 2015; Chiasserini et al. , 2014; Xiao et al., 

2017). En plus des protéines, les EVs contiennent des lipides. Parmi les lipides identifiés, on 

retrouve les phospholipides, le cholestérol, des diglycérides et le céramide (Llorente et al., 2013; 

Skotland et al. , 2019; Van Blitterswijk et al. , 1982). Les acides nucléiques ont aussi été identifié 

au sein des EVs. Des molécules d'ADN génomique et mitochondrial ont été trouvées avec une 

faible abondance dans les EVs (Guescini et al. , 2010; Waldenstrëm et al., 2012). Des séquences 

d'ARN sont identifiées dans le contenu des vésicules. Différents types d'ARN se présentent 

comme les ARNm (ARN messager), les miARN (micro ARN) et les ARNr (ribosomique ARN), 

l'ARNt (ARN de transfert) et les ARN non codantes (Crescitelli et al. , 2013; Huang et al., 2013; 

Xiao et al., 2012) (figure 14 ). 

.P~ 
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Lipides 
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Cholestérol 

Figure 14: Schéma de la composition des vésicules extracellulaires (modifié de (Akuma et al. , 2019)) 
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1.3.3 Mécanismes d'interactions avec les cellules réceptrices 

Pour délivrer leur contenue en protéines, lipides et acides nucléiques, les EVs libérés 

interagissent avec les cellules réceptrices par le biais des différents mécanismes. La capture des 

EVs dépend du type de la cellule réceptrice et de son état physiologique ainsi que la présence 

des récepteurs de surface capables de reconnaitre des ligands vésiculaires. Généralement, la 

capture des EVs se fait par fusion avec la membrane plasmique ou par endocytose (figure 15) 

(Mulcahy et al., 2014). 

Véslcule extracellulalre 

0 

Fusion avec la membrane 

plasmique o"" 

0 
Endocytose médlée JI 

par la cavéollne 0 

0 Endocytose médlée 
t par la clathrlne 
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lipidiques 

Macroplnocytose 

2 

Figure 15: Schéma de différents mécanismes d'interaction des vésicules extracellulaires avec les cellules 
réceptrices (modifié de (Mulcahy et al., 2014)) 

Dans le mécanisme de la fusion des membranes, les bicouches lipidiques se rapprochent et les 

feuillets externes de la cellule réceptrice et de la vésicule entrent en contact direct. Cette action 

conduit à la formation d'une tige d'hémifusion avec des feuillets externes fusionnés. Par la suite, 

un corps de fusion se forme et les deux membranes génèrent une structure cohérente. Cette 

action permet la libération de contenus vésiculaires dans le cytoplasme de la cellule réceptrice 

(Chernomordik & Kozlov, 2008; Jahn et al., 2003). Il existe différentes classes d'endocytose qui 

permettent l'entrée des vésicules dans les cellules réceptrices y compris l'endocytose-médiée par 

la clathrine, !'endocytose médiée par la cavéoline, !'endocytose médiée par les radeaux lipidiques, 

la macropinocytose et la phagocytose. Les EVs qui rejoignent la cellule réceptrice par endocytose 
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peuvent être dirigés vers la voie de dégradation par le lysosome ou ils seront resécrétés de la 

cellule par la fusion avec un MVB nouvellement formé (Fitzner et al., 2011; Tian et al., 2013). Les 

interactions entre les récepteurs de la surface cellulaire et les ligands des vésicules jouent un rôle 

dans l'internalisation des EVs. Il a été montré que l'élimination des protéines de surface des EVs 

par un traitement avec la protéinase K réduit leur internalisation dans les cellules réceptrices 

(Escrevente et al., 2011 ). En effet, il a été montré que les tetraspanines, les intégrines et les 

protéoglycanes sont des molécules qui favorisent les interactions entre les cellules et les 

vésicules. Les tétraspanines peuvent interagir avec d'autres tétraspanines ou avec les intégrines. 

Le blocage des intégrines ou des tetraspanines des EVs par des anticorps spécifiques provoque 

une réduction de la capture des vésicules par les cellules (Morelli et al., 2004). De plus, le blocage 

des protéoglycanes de la membrane plasmique de la cellule réceptrice réduit aussi 

l'internalisation des EVs (Atai et al., 2013). En outre, l'interaction des ligands vésiculaires avec 

les récepteur,s cellulaires peut engendrer le déclenchement d'une voie de signalisation 

intracellulaire (Cossetti et al., 2014; Patel et al., 2016). 

1.3.4 Rôle des vésicules extracellulaires dans la maladie d'Alzheimer 

Les fonctions et les rôles des EVs sont actuellement mal connus mais il est clair que ces vésicules 

assurent la communication entre les cellules. Les cellules résidentes du cerveau comme les 

neurones, les astrocytes, les microglies et les oligodendrocytes ont la capacité de libérer et de 

capter les EVs (Fruhbeis et al., 2012; Lachenal et al., 2011 ). Dans un état physiologique, les EVs 

sécrétées par les cellules du SNC jouent un rôle important dans la plasticité synaptique, l'activité 

neuronale et l'élimination des déchets. La plasticité synaptique des neurones est régulée par des 

processus spécifiques intervenant une contribution des cellules gliales. La communication 

vésiculaire entre les neurones et les cellules gliales assure le bon fonctionnement neuronal et 

favorise la croissance des neurites (Bahrini et al., 2015; Wang et al., 2011). En plus, les EVs 

permettent une communication et un transfert des molécules des oligodendrocytes vers les 

neurones favorisant la neuroprotection et le maintien de myéline (Fruhbeis et al., 2013; Kramer­

Albers et al., 2007). Malgré le rôle important des EVs dans la physiologie du CNS, ces vésicules 

nanométriques confèrent aussi une menace représentée par leurs capacités de devenir des outils 

de propagation d'agents pathogènes, notamment dans les maladies neurodégénératives. Dans 

le cadre de la MA, les EVs jouent un rôle important dans la propagation d'une variété de protéines 

impliquées dans - la physiopathologie- de la maladie comme l'Ai3 et - la protéine tau 

hyperphosphorylée. Il a été montré que des taux élevés d'Ai31-42 sont trouvés dans les EVs 

neuronales chez des patients atteints de la MA par rapport aux personnes saines (Fiandaca et 
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al., 2015). De plus, les EVs provenant du cerveau montrent la présence des taux élevés du 

peptide Ai3 sous la forme oligomérique (Sardar Sinha et al., 2018). Ces vésicules sont capables 

de provoquer l'agrégation d'Ai3 et ils se trouvent aussi dans les PS des cerveaux des patients 

atteints de la MA (Dinkins et al., 2016; Rajendran et al., 2006). En plus de la présence d'Ai3 à 

l'intérieur des EVs, ce peptide peut se lier à la surface des EVs par l'intermédiaire du ganglioside 

GM1 (Hayashi et al., 2004). D'autre part, des recherches ont supposé que la propagation des 

ENF peut être expliquée par la diffusion des EVs contenant les protéines tau phosphorylées dans 

les différentes parties du cerveau (Simon et al., 2012; Wang et al., 2017). De plus, des taux élevés 

de la forme phosphorylées de tau ont été observés dans les EVs des patients malades (Fiandaca 

et al., 2015; Mustapic et al., 2017). L'injection des EVs issus des patients atteints de la MA dans 

les cerveaux des souris provoque la phosphorylation et la formation des agrégations de la 

protéine tau (Winston et al., 2016). En effet, la transmission de cette protéine des microglies vers 

les neurones à travers les EVs, induit une altération neuronale et la propagation de sa forme 

phosphorylée. Cependant, la déplétion des microglies et l'inhibition de la libération des EVs 

favorisent la suppression de la propagation de tau (Asai et al., 2015). En plus des protéines, les 

EVs contiennent des miARN qui peuvent affecter le comportement des cellules réceptrices. Les 

miARN sont des petites séquences nucléotidiques non codantes jouant un rôle de régulateur post 

transcriptionnel lors de son appariement avec une séquence complémentaire d'ARNm qui sera 

dégradé (Felicetti et al., 2016). Des recherches ont montré que les taux de plusieurs miARN sont 

modifiés dans les EVs des patients atteints de MA. Parmi eux, de nombreux miARN sont identifiés 

comme étant impliqués dans la pathogenèse de cette maladie tels que les miR-29a, b-1, -107 et 

-195. Ces derniers régulent l'expression de la 13-sécrétase qui est une enzyme clé dans la 

production d'Ai3 (Habert et al., 2008; lranifar et al., 2019; McKeever et al., 2018). 

Les intérêts sont considérablement augmentés à explorer l'utilisation des EVs comme un outil de 

diagnostic pour la MA. Généralement, il est admis que le contenue des EVs représente l'état 

physiologique de la cellule sécrétrice. De plus, la présence de ces vésicules dans les fluides 

corporels tels que le sang, le LCR et l'urine leur confère une accessibilité pour l'identification des 

biomarqueurs. Récemment, certains contenus protéiques des EVs dérivés des neurones a été 

proposé comme biomarqueurs sanguins de la MA. Ces vésicules sont isolées du plasma grâce 

à la présence de L 1 CAM (Neural cell adhesion molecule L 1 precursor) qui est un marqueur de 

surface des EVs dérivés du SNC (Lachenal et al., 2011 ). L'analyse des contenus protéiques de 

oes vésicules-a montré des-niveaux plus élevés-de peptide Ai31-42,-de protéine tau total, et 

phosphorylé p-T181 et p-8396 chez des patients au stade préclinique de la MA par rapport aux 

personnes saines (Fiandaca et al., 2015). Une autre étude a montré que le niveau de la forme 
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phosphorylée du récepteur d'insuline 1 dans les EVs d'origine neurale a présenté une grande 

précision dans la prédiction du développement de la MA (Kapogiannis et al., 2015). De plus, 

d'autres études ont montré une augmentation des taux de protéines lysosomales (Cathepsine D 

et LAMP1) et une diminution des taux de protéines synaptiques (synaptophysine, synaptopodine, 

synaptotagmin-2 et neurogranine) dans les EVs plasmatiques dérivés des neurones des patients 

atteints de MA (Goetzl et al., 2015; Goetzl et al., 2016). Cependant, la stratégie d'isolation des 

EVs provenant du SNC en utilisant L 1 CAM pourrait être non spécifique puisque cette protéine de 

surface est exprimée dans d'autres types de cellules (Chen et al., 201 Ba; Debiec et al., 1998). 

Par conséquent, l'étude des EVs sanguines totales peut offrir une stratégie pour identifier des 

marqueurs potentiels reliés à la MA. 
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2 HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE 

Mise en contexte 

La MA est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par une perte progressive et 

irréversible des neurones du CNS. Parallèlement au processus de dégénérescence cérébrale, 

des atteintes cognitives et comportementales et une perte de mémoire s'installent et s'aggravent 

à fur et à mesure que la maladie progresse. Actuellement, le diagnostic certain de ce type de 

démence est confirmé qu'à la mort du patient par la visualisation de PS et d'ENF sur des coupes 

histologiques du cerveau. Le diagnostic probable pourrait être établi en se basant sur l'évaluation 

des fonctions cognitives du patient en utilisant des tests cognitifs comme (MMSE et MoCA), 

l'imagerie cérébrale et l'analyse du niveau d'A!3 et de la protéine tau phosphorylé dans le LCR. 

Cependant, ce diagnostic reste un événement tardif où le cerveau a déjà subi des dommages 

irréversibles. De plus, la ponction lombaire utilisée pour le prélèvement du LCR est une méthode 

invasive et présente un risque pour la santé du patient. L'usage d'imageries cérébrales est 

également coûteux et son accès est limité. En plus, les biomarqueurs utilisés (A!3 et tau) ne sont 

pas spécifiques à la MA puisque leurs taux peuvent varier dans le LCR des personnes atteintes 

d'autres types de démence. Il devient donc important d'identifier des marqueurs du système 

périphérique permettant de faire le diagnostic le plus précocement possible. Mais, face à la 

complexité de la maladie et son mécanisme qui est jusqu'à maintenant inconnu, il est difficile de 

croire qu'une variation au niveau de concentration d'un seul marqueur puisse permettre le 

diagnostic certain. Par conséquent, une corrélation entre la variation des taux de quelques 

marqueurs périphériques et les scores des tests cognitifs pourrait offrir un outil permettant la mise 

en évidence d'un diagnostic précoce précède le développement de la maladie. Néanmoins, 

certaines molécules du CNS peuvent être présentes à de très faibles concentrations dans le sang 

à cause de leur incapacité à traverser la BHE et la possibilité qu'ils soient dégradés par des 

protéases ou absorbés rapidement par le foie et les cellules immunitaires. Dans ce contexte, les 

EVs sont des vésicules libérées par différents types de cellules y compris les cellules du CNS. 

Elles jouent un rôle important dans la communication et le transport de plusieurs molécules 

(protéines, lipides et acides nucléiques). Ces nano vésicules sont considérés comme un outil 

prometteur de diagnostic puisqu'ils favorisent la protection des cargos qu'ils transportent. 

L'investigation du contenu des EVs ouvre de nombreuses perspectives. 
-- --- --- --- -- --- - - -- -

Les AGEs représentent un groupe de composés hétérogènes. Ces produits sont présents dans 

la circulation sanguine et dans divers tissus du corps humain. Ils sont formés généralement suite 
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à l'interaction d'un sucre réducteur avec la fonction amine de la lysine ou d'arginine des protéines. 

Cette réaction nommée la glycation non enzymatique n'est pas l'unique voie de formation des 

AGEs. En effet, l'interaction des protéines avec des produits oxydants comme le MG et le GO 

favorise leur formation. Dans les cerveaux des patients atteins de la MA, des taux élevés de deux 

produits de glycation (la pentosidine et le CML) ont été identifiés dans la région de l'hippocampe 

et surtout au niveau des PS et les ENF. Le niveau cérébral de ces produits augmente avec la 

progression de la maladie. En plus des modifications structurales et fonctionnelles des protéines 

affectées, la présence de ces produits provoque le développement d'un état de stress oxydatif 

intracellulaire et la libération des cytokines pro-inflammatoires suite à la liaison au récepteur 

RAGE. Bien que les taux cérébraux de ces deux produits soient élevés, on ne connaît pas la 

relation entre leur abondance sanguine et vésiculaire et le déclin cognitif dans la MA. 

Les deux précurseurs des AGEs (MG et GO) et leur enzyme de détoxification (GL0-1) jouent un 

rôle majeur dans la formation et l'accumulation de ces produits. De plus, ils sont impliqués dans 

des mécanismes clés dans la physiopathologie de la MA comme le stress oxydatif, l'inflammation, 

l'hyperphosphorylation de tau et la production d'Aj3. L'abondance de ces deux dicarbonyls (MG 

et GO) et la diminution de l'activité de GL0-1 favorisent la formation des AGEs et provoquent des 

altérations cognitives et une perte de mémoire chez des souris. Cependant, leurs concentrations 

sériques chez les patients à risque de développer la MA (MCI) et les différents stades de cette 

maladie restent inconnues. On ne connaît pas non plus l'effet de chaque produit (MG et GO) sur 

les niveaux neuronaux et vésiculaires des marqueurs neurotrophiques, inflammatoires et 

neurodégénératifs impliqués dans la physiopathologie de la MA. 

Hypothèse: 

Nous émettons l'hypothèse qu'un profil sanguin, et en particulier vésiculaire de certains AGEs, 

leurs précurseurs (MG et GO), leur récepteur RAGE et leur enzyme de détoxification (GL0-1) 

corrélé à des scores cognitifs pourrait être une signature potentielle pour le diagnostic précoce et 

pour l'évaluation de la progression de la MA. De plus, le MG et le GO pourraient participer à la 

neurodégénérescence par l'altération des niveaux neuronaux et vésiculaires des marqueurs 

neurotrophiques, inflammatoires et neurodégénératifs impliqués dans la physiopathologie de la 

MA. 
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Objectifs: 

Les objectifs du travail sont décrits ci-dessous: 

1) Établir le profil sérique et vésiculaire des AGEs (pentosidine, CML), de leur précurseurs 

(MG, GO), leur récepteur RAGE et leur enzyme de détoxification (GL0-1) chez des sujets 

contrôles (en santé), des patients MCI et des patients atteints de la MA à différents stades 

et les corréler avec les données cliniques et les scores des tests cognitifs (MMSE et 

MoCA). 

2) Étudier la libération des AGEs, leur récepteur RAGE et leur enzyme de détoxificalion 

(GL0-1) par les neurones à travers les vésicules extracellulaires. 

3) Étudier l'effet du MG et du GO sur les niveaux neuronaux et vésiculaires des marqueurs 

neurotrophiques, inflammatoires et neurodégénératifs. 
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3 CHAPITRE 2 : ARTICLE 1 

Circulating and extracellular vesicles levels of N-(1-carboxymethyl)·L-lysine (CML) 

differentiate early to moderate Alzheimer's disease 

Auteurs de l'article : Mohamed Haddad 1•2; Morgane Perrette 1•2; Sarra Landri 1•2; Aurelie 

Lepage 3 ; Tamas Fülôp 3; Charles Ramassamy 1•2 • 

1 : INRS-lnstitut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada, 

2 : Institut sur la Nutrition et les Aliments Fonctionnels, Laval University, Qc, Canada 

3: Department of Medicine, Geriatric Division, Research Center on Aging, Sherbrooke University, 

QC Canada 

Statut de l'article : Publié dans le journal of Alzheimer disease, mars 2019. 

3.1 Résumé et objectifs de l'article 1 

Les deux produits de glycation avancés (AGEs) la N- (1-carboxyméthyl) -L-lysine (CML) et la 

pentosidine ont été trouvés avec des concentrations élevées dans les cerveaux des patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer (MA). En plus, la présence de ces deux produits a été associée 

aux caractéristiques neuropathologiques de cette maladie. Chez les patients atteints de la MA, 

les niveaux circulants de ces deux types d'AGEs restent inconnu. Leurs niveaux dans les 

vésicules extracellulaires périphériques (EVs) et leur association avec le déclin cognitif dans la 

MA restent également à déterminer. Enfin, il est crucial de savoir si les cellules neuronales 

peuvent libérer et propager des AGEs à travers les EVs. L'objectif du travail était de déterminer 

les niveaux circulants et vésiculaires du CML et du pentosidine durant la progression de la MA et 

leur association avec les scores cognitifs. De plus, nous avons étudié la possibilité que les cellules 

neuronales éliminent et transfèrent ces AG Es via les EVs. Nos résultats montrent que les niveaux 

du CML dans les la fraction de protéines sériques sans albumine sont plus élevés au stade 

précoce de la MA, tandis que les niveaux de pentosidine ne montrent pas des différences entre 

les groupes. En revanche, les niveaux de CML dans les EVs sont plus faibles au stade modéré 

de la MA. Fait intéressant, les niveaux du CML dans le sérum sont négativement corrélés avec 

les scores cognitifs MMSE et MoCA. Pour la première fois, nous montrons que le CML est présent 

dans les-EVs libérés des cellules neuronales en culture. En conclusion, les niveaux vésicules et 

périphériques du CML peuvent différencier les différents stades de la MA (précoce et modérée). 

Dans le cerveau, Je CML peut se propager de cellule en cellule via des EVs. 
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3.2 Contribution de l'étudiant à l'article 1 

La majorité du travail et des expériences décrites dans cette publication ont été réalisées par moi­

même (dosage des protéines totales du sérum, dosage du CML et de pentosidine par des kits 

ELISA, isolation et caractérisation des EVs et culture cellulaires). La mise au point de la technique 

d'isolation des vésicules extracellulaires sériques a été réalisée avec l'aide de Morgane Perrette, 

une ancienne doctorante dans notre laboratoire. La mesure des niveaux des AG Es a été réalisée 

avec l'aide Sarra Landri, une étudiante en maitrise dans notre laboratoire. Le recrutement des 

patients, la collecte et la préparation des échantillons sanguins ont été réalisés grâce aux efforts 

d'Aurélie Le Page et son superviseur le professeur Tamas Fulop. J'ai également analysé les 

résultats et écrit les différentes parties de l'article. Ce dernier a ensuite été révisé et corrigé par 

le professeur Charles Ramassamy. La réponse aux commentaires et aux questions des 

évaluateurs de l'article a été réalisée par moi-même sous la supervision du professeur Charles 

Ramassamy. 

3.3 Article 1 

Circulating and extracellular vesicles levels of N-(1-carboxymethyl)·L-lysine (CML) 

differentiate early to moderate Alzheimer's disease 

Abstract 

Background: Both advanced glycation end-products (AGEs) N-(1-carboxymethyl)-L-lysine (CML) 

and pentosidine were found in AD brain and were associated with the neuropathological hallmarks 

of AD. ln AD patients, the circulating level of both AGEs remains unknown. Moreover, their levels 

in peripheral extracellular vesicles (EVs) and their association with AD remain to be determined. 

Finally, it is not known if neuronal cells can release AG Es via EVs and propagate AGEs. 

Objectives: To determine the levels of circulating CML and pentosidine during the progression of 

AD. Moreover, their levels in circulating EVs were determined and their association with the 

clinical cognitive scores were analyzed. Finally, we have studied the possibility that neuronal cells 

eliminate and transfer these AG Es through EVs. 

Methods: CML and pentosidine levels were measured in serum and in circulating EVs. Released­

EVs from SK-N-SH neuronal cells were isolated and CML levels were also determined. 

Results: The levels of CML in albumin-free serum proteins were hi§her in the early stage of AD 

while the levels of pentosidine remained unchanged. ln contras!, the levels of CML in the EVs 

were lower in the moderate stage of AD. lnterestingly, the levels of CML in serum were negatively 
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correlated with the clinical cognitive scores MMSE and MoCA. For the first lime, we were able to 

demonstrate that CML was present in EVs released from neuronal cells in culture. 

Conclusion: Peripheral and circulating EVs levels of CML can differentiate early to moderate AD. 

ln the brain, neuronal CML can propagate from cell-to-cell via EVs. 

Keywords: Alzheimer disease, carboxymethyl lysine (CML), pentosidine, extracellular vesicles, 

MMSE, MoCA, 

1. Introduction 

Alzheimer disease (AD) is the most common neurodegenerative disease. lt will be estimated that 

more !han 50 million people live with dementia worldwide and ils prevalence rise to 152 million in 

2050, in the absence of prevention strategies and effective treatments [1]. The amyloid ~ (A~)­

containing plaques and the phosphorylated tau-containing neurofibrillary !angles (NTFs) 

represent both neuropathological hallmarks of AD. 

Il is now well recognized that AD dementia is preceded by a long asymptomatic (preclinical) phase 

followed by a transitional stage with mild cognitive impairment (MCI) [2]. The transitional stage 

offers an important opportunity for prevention and therapeutic interventions. Currently, the 

probable AD diagnosis is based on a combination of cognitive tests, neuroimaging and the p­

tau/A~42 ratio in CSF. However, the specificity and sensitivity ofthese criteria are relatively limited 

because the amyloid plaques and neu rofibrillary !angles are necessary but no! sufficient for the 

development of AD. ln addition, the present diagnosis represents a late stage associated with an 

irreversible brain damage. Thus, the identification and development of specific biomarkers to 

detect the disease as early as possible represents a great challenge [3]. 

Many reports have demonstrated the implication of advanced glycation end products (AGEs) in 

the pathophysiology of AD. AGEs are implicated in diabetic, metabolic syndromes, in aging and 

cardiovascular complications which are also well-known risk factors for AD development [4-8]. 

Accordingly, in AD brain, AGEs were found in pyramidal neurons of human hippocampus with an 

accumulation in endosomes and lysosomes [9, 10]. The interaction between AGEs and their 

receptors RAGE induces the generation of intracellular oxidative stress, release of pro­

inflammatory cytokines as IL6 and TNF-alpha and increases A~ production and tau 

hyperphosphorylation [11 ]. ln animal model, an intracerebroventricular injection of glycated A~ 

caused memory deficit in rats [12]. 

AGEs are heterogeneous class of molecules formed nonenzymatically through a series of 

Maillard reactions, between glucose, or other reducing sugars, and free amine groups such as 
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lysine and arginine residues of proteins [13]. Alternatively, these compounds can be formed via 

the interaction between arginine, lysine, cysteine, or tryptophan residues of different proteins and 

dicarbonyl compounds such as methylglyoxal or glyoxal [14]. The reaction of methylglyoxal with 

arginine leads ta the formation of cyclic imidazolone adducts [15] and other related structural 

isomers. Ils reaction with lysine residues generates the N-(1-carboxyethyl)-L-lysine (CEL) and N­

(1-carboxymethyl)-L-lysine (CML) adducts and the lysine dimer 1,3-di(N-lysino)-4-methyl­

imidazolium (MOLD) [16]. Pentosidine, an another AGEs, is mainly formed in reactions of 

pentoses with lysine and arginine. Bath CML and pentosidine are generated by an oxidation­

dependent mechanism. 

ln human brain, CML was found in the cytoplasm of neurons with higher expression in 

hippocampus than in frontal and temporal cortex. ln AD, CML and pentosidine are co-localized 

with microglia and positive GFAP (glial fibrillary acidic protein) astrocytes [17] with the expression 

of CML being inversely correlated with the Braak staging [18, 19]. CML was identified in the 

neuronal perikarya in neuritic plaques but not in the core of amyloid plaques. while pentosidine 

was present in the core of senile plaque and in the fiber-like structure within the neuropil [20]. 

Neurons which display diffuse cytosolic AGEs and particularly CML immunoreactivity also contain 

hyperphosphoryated Tau, suggesting a link between AGEs accumulation with the formation of 

early neurofibrillary !angles [21]. With age, CML was found ta be increased in the four regions of 

the brain, the cerebral cortex, midbrain, striatum, and hippocampus [22]. ln AD, the accumulation 

of CML and pentosidine in the CA1 region of the hippocampus is higher than in contrais [23-25]. 

Altogether, these specific AGEs formed under oxidative conditions [26, 27] seem Io be a major 

contributor Io the initiation and development of age-related AD. Taken together, AGEs and 

particularly CML and pentosidine cou Id be considered as important factors in the development of 

AD. 

Previous studies have evaluated the levels of pentosidine and CML in the serum and CSF from 

AD patients. However, the results in CSF were controversial and the quantification of pentosidine 

and CML levels in the serum was performed in total proteins with albumin [28-31]. Albumin, the 

most abundant circulating protein in serum, may be exposed ta glycoxidation which may lead ta 

the formation of various types of AG Es. Thus, we hypothesize that the quantification of total AG Es 

in serum containing albumin would not be related ta AD pathology. 

Ex!ace~ular vesii;ies (~Vs) ~uch as e!osornes play an importa_nt raie in the secretion and 

transport of multilevel information, including signalling factors, misfolding proteins, nucleic acid, 

and regulatory molecules. EVs are small vesicles secreted by ail cell types including neurons, 
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astrocytes and microglia [32-34]. Several studies have suggested the implication of EVs in the 

propagation of pathogenic proteins in AD. Other studies have demonstrated the presence of AD 

hallmarks (Af3 peptide and phosphorylated tau protein) in peripheral EVs in AD patients [35-38]. 

However, the presence of AGEs in peripheral EVs and their association with AD remain ta be 

determined. Moreover, the propagation of AGEs and particularly CML and pentosidine, in the 

brain by neuronal cells-derived EVs remains ta be demonstrated. 

The aim of present study was designed ta compare the circulating levels of pentosidine and CML 

between contrais, MCI and AD patients during the progression of the pathology. Then, the 

association between these peripheral levels of AGEs with two clinical scores, the Mini-Mental 

State Examination (MMSE) and the Montreal Cognitive Assessment (MoCA) were analyzed. 

Furthermore, we have explored the possibility of the release of CML by neuronal cells in culture 

through EVs. 

2. Materials and Methods 

2.1. Study design and participants 

Serum samples from contrai subjects, MCI and AD patients were generously given by the Memory 

Clinic of the Sherbrooke. The main characteristics of the population enrolled in this study are 

summarized in Table 1. The healthy contrai subjects were defined according ta the SENIEUR 

protocol [39]. Selection of MCI subjects was based on cognitive test scores and Pertersen criteria 

[40]. The AD patients were selected depending on criteria developed by the National lnstitute of 

Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related 

Disorders Association (NINCDS_ADRDA) and the fourth edition of the Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders (DSM-IV) published by the American Psychiatrie Association in 1984 

[41 ]. The study protocol was approved by the Ethics Committee of the University of Sherbrooke 

and informed written consent was obtained from all participants and/or their representatives 

(protocol #2010-21/Fülôp). Ali selected subjects, except for the late AD patients, underwent 

clinical and neuropsychological evaluation including the MoCA and MMSE [42, 43]. Blood was 

obtained after overnight fasting in heparin-containing vacuum tubes. Blood samples obtained from 

selected subjects were centrifuged at 3000 rpm for 1 O min al 4°C. Blood glucose, albumin, total 

cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides were measured. Serum were 

collected and stored al -80 'C until analysis. 
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2.2. Isolation and characterization of extracellular vesicles from serum samples 

Serum EVs were isolated by precipitation method using the Total Exosome Isolation reagent 

(lnvitrogen™ by Life Technologies lnc., Carlsbad, CA, USA) [44] with minor modifications. For 

this, serum samples from all groups were clarified by centrifugation at 10,000 x g for 20 minutes 

to remove debris. 1/5 volume of exosome isolation reagent was added to supernatant and 

samples were refrigerated at 4 °C for 30 minutes. Th en, after centrifugation at 10,000 x g for 5 

minutes, EVs pellets were re-suspended in PBS and purified by a series of filtrations and 

precipitations. Final EVs preparations were re-suspended in PBS, divided in aliquots and 

conserved at -80'C for further analysis. EVs proteins were extracted using Radio lmmuno 

Precipitation Assay (RIPA) buffer (50mM Tris buffer, pH 8, 150 mM sodium chloride, 0.1 % sodium 

dodecyl sulfate, 1% lgepal, 1% sodium deoxycholate, 5 mM EDTA, 1% protease and 

phosphatase inhibitor cocktail). The total protein concentration was measured using bicinchoninic 

acid (BCA) assay (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher Scientific, lnc). 

2.1.1. Transmission electron microscopy (TEM) 

Transmission electron microscopy was used for morphological examination of isolated EVs. EVs 

preparations were suspended in 2% paraformaldehyde. Ten microliters of mixture were loaded 

on Formvar-carbon coated grid for 5 minutes. Grids were negatively stained using 2% uranyl 

acetate solution for 1 minute. The excess fluid was gently removed and grids were observed using 

the HITACHI 7100 transmission electron microscope (75 kV) at 15000X-40000X magnification. 

2.2.2. Nanoparticle tracking analysis (NTA) 

Sizes and concentrations of EVs preparations were analysed using a Nanosight NS300 

instrument and the Nanosight NTA 3.2 Analytical Software (Malvern Instruments Company, 

Nanosight, and Malvern, United Kingdom). Diluted EVs suspensions were illuminated by laser 

light. The light scattered by the particles was captured using a digital camera. The motion of each 

particle is tracked from frame to frame by the Nanosight NTA 3.2 Analytical Software. 

2.2.3. lmmunoblot analysis 

Twenty micrograms of total EVs proteins were loaded in 10% polyacrylamide gel for 

electrophoresis. After the separation of proteins according their molecular weight, gel was 

transferred onto PVDF membranes using a Trans-Blot Turbo System (Bio-Rad). Membranes were 

blockedfor 60 minutes in TBS (Tris-buffered saline) containing 0.1 % Tween 20with 5% skim milk 

and incubated with primary antibodies: TSG101 (tumor susceptibility gene 101) (MyBiosource; 

1 /2500) or calnexin (Santa Cruz; 1/500) overnight at 4 °C. Then, membranes were washed with 
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TBS-Tween 0.1 % and incubated with the secondary antibody HRP-conjugated anti rabbi! (Cell 

Signaling Technology; 1/5000) and anti-mouse (Cell Signaling Technology; 1/1000) for 60 

minutes. Detection was realized with ECL substrate (Bio-Rad Laboratories, lnc., Hercules, CA, 

USA) and bands were analysed using the luminescent imaging system FluorChem. 

2.3. Cell Culture, isolation and characterisation of extracellular vesicles in culture 

media 

Human neuroblastoma cell line SK-N-SH from ATCC (Manassas, VA, USA) was used to isolate 

EVs. Cells were cultivated in Eagle's minimal essential medium (EMEM) supplemented with 10% 

(v/v) Foetal Bovine Serum (FBS), 1% sodium pyruvate (1mM) and antibiotics (100 U/ml penicillin 

and 100 µg/ml streptomycin) in 37 °C with 5% C02. Cells were grown to 80% of confluence, 

washed with PBS and incubated in FBS free media for 24 hours. The day after, cell culture 

supernatant was collected for EVs isolation and cellular total protein was extracted with RIPA 

buffer containing a cocktail of protease and phosphatase in\libitors. Total Proteins concentrations 

were measured using BCA assay. 

Dead cells and cell debris were removed from medium by successive centrifugations (300 x g for 

10 min, 2000 x g for 10 min and 10000 x g for 30 min). The final supernatant was concentrated 

and precipitated with the Total Exosome Isolation reagent (lnvitrogen™ by Life Technologies lnc., 

Carlsbad, CA, USA) to collect the pellet that contains EVs. The EVs pellet was resuspended in 

PBS and characterized with TEM, NTA and Western-Blot analysis as described above. Total 

proteins from SK-N-SH cells and EVs cells were extracted with RIPA buffer containing a cocktail 

of protease inhibitors and were measured using BCA assay. 

2.4. Enzyme - Linked lmmunosorbent assay (ELISA) 

Levels of pentosidine and CML in serum were determined by competitive ELISA provided by 

MyBioSource, lnc., according to the manufacturer's instructions. The detection range of 

pentosidine and CML kits was 6.2 to 400 ng/ml and 15.6 to 1000 ng/ml, respectively. To detect 

and measure CML levels in EVs from all study groups and from SK-N-SH cells, sandwich ELISA 

provided by Cusabio Biothech Co., Ltd., was used according to the manufacturer's instructions. 

Detection range of CML kit was 62.5 - 4000 pg/ml. 

2.5. Statistical analysis 

Data were expressed as_mean ±SEM. Statistical analyses were performed with SPSS program 

using one-way ANOVA analysis followed by LSD test and Student !-test. The statistical correlation 
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was determined by a linear regression analysis using the Pearson coefficient of correlation. p 

value less than 0.05 was considered statistically significant. 

3. Results 

3.1. Main characteristics of patients and control participants. 

The main general characteristics of the five groups of participants are reported in the Table 1. 

MCI and AD participants are older than controls. Mean and standard error of MMSE and MoCA 

scores were significantly lower in MCI and AD groups compared to control subjects. 

Although blood glucose levels were in the physiological range, they were higher in MCI and in 

moderate AD participants compared to controls. To note, album in levels in severe AD participants 

were lower than in controls but remain in the physiological range of circulating levels. The BMI 

value, the HDL, LOL, TG and total cholesterol levels were not different between groups. 

3.2. Determination of Pentosidine and CML levels in serum 

Serum proteins are divided in two groups, high and low abundance circulating proteins with 

albumin being among the most abundant protein. This circulating protein may be exposed to 

increased glycoxidation stress leading to the formation of various types of AG Es. Therefore, we 

have measured and compared pentosidine and CML levels in the total serum and in the low 

abundance circulating proteins without the albumin fraction (S-Ab). 

CML levels in the total serum proteins were not different among the five groups (Fig.1.A). 

However, CML levels in the S-Ab fraction were significantly higher in AD group (101.6 ± 

19.19ng/mL) and specifically in early AD group (92.6 ± 9.94 ng/mg protein) as compared to the 

control group (56.95 ± 6.55 ng/mg) (Fig.1.B). Pentosidine levels in the total serum proteins and in 

S-Ab fraction were not different between the five groups (Fig.2). 

lnterestingly, CML levels in S-Ab were negatively correlated with the MMSE and MoCA scores 

(Fig.3.A and B) while pentosidine levais were not (Fig.3.D and E). Pentosidine levels in S-Ab were 

age-dependent (Fig.3.F) but not CML (Fig.3.C). 

3.3. CML levels in EVs from total serum 

Circulating EVs were isolated from control subjects, MCI and AD patients. The characterization 

of EVs was based on the analysis of the morphology by TEM, their sizes distribution by the 

Nanosight system NTAand the presence of exosomal markers TSG101 by Western Blot (Fig.4). 

TEM images showed that vesicles were surrounded by a lipid layer with a cup-shaped morphology 

and a size being between 80 to 100 nm diameter (Fig.4.A). The NTA analysis showed that the 
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density of the most abundant particles have a diameter ranging between 50 and 150 nm (Fig.4.B). 

Our EVs fraction contained protein TSG101 while calnexin, a negative marker of EVs was absent. 

SK-N-SH neuronal cells lysate was used as a positive contrai for the calnexin expression 

(Fig.4.C). 

Our results showed that circulating EVs contained CML. Moreover, CML levels in EVs were lower 

in moderate AD as compared to contrai subjects with 38.52 ± 5.69 pg/mL and 67.31 ± 8.99 pg/mL, 

respectively (Fig.5). To note, levels of CML were 1000-fold higher in serum as compared to EVs 

levels. 

3.4. Isolation and characterisation of neuronal derived-EVs and CML detection 

ln order to demonstrate that neuronal cells are able to release CML in EVs, we isolated these 

vesicles from the human SK-N-SH neuronal cells culture supernatant. As in serum-derived EVs, 

TEM images revealed that these vesicles are surrounded with a lipid layer producing a cup­

shaped morphology (Fig.6.A). The expression of EVsmarker was aise confirmed by the presence 

of TSG101 and the absence of calnexin (Fig.6.B). The size distribution of these extracellular 

vesicles was similar to those from serum (Fig.6.C). lnterestingly, our results demonstrated that 

neuronal cells can release CML in EVs with CML levels in vesicles being -2.5 fold lower than in 

cell lysates (Fig.6.D). 

4. Discussion 

To date, the absence of validated peripheral blood-based biomarkers of AD limit the early 

detection, the evaluation of the progression of the disease and the development of efficient 

pharmacotherapy. The actual challenge is ta link peripheral biomarkers ta brain pathology and 

cognitive decline. ln the present study, we showed that serum levels of CML in S-Ab were higher 

in AD patients and particularly in early AD. We found that peripheral CML levels were negatively 

correlated with bath cognitive scores MMSE and MoCA. For the first lime, we identified that CML 

are released in circulating EVs. Moreover, we demonstrated that CML is also present in neuronal 

cells-derived EVs. ln contras! to CML, circulating levels of pentosidine were not different between 

contrais and AD patients and were thus not related ta the decline of cognitive scores. 

There is an abundant literature suggesting that AGEs play a pivotai raie in the development of 

AD. For instance, in AD brain, the amyloid (3 (A(3) peptide and tau proteins could be the target of 

glycation leading to their resistance towards hydrolysis by proteases. A(3-AGEs were found both 

in vitro and in vivo [12] and the nucleation-dependent polymerization of A(3 was significantly 

accelerated by crosslinking with AGEs [45]. The intrahippocampal injection of AGEs, obtained 
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from BSA-glucose, induced tau hyperphosphorylation, memory deterioration, decline of synaptic 

proteins, and impairment of long-term potentiation (L TP) through RAGE-mediated glycogen 

synthase kinase-3 (GSK3J3) activity [46]. 

AG Es are heterogeneous class of molecules. The challenge is to determine if some specific AG Es 

could propagate from cell-to cell and if specific circulating AGEs is elevated in MCI or during the 

progression of the disease. Among different AGEs, we have focused on CML and pentosidine 

because both were detected in AD hallmarks [23-25, 4 7]. For instance, CML has been shown to 

be intense in NFTs [23] likely because tau is a lysine-rich protein. CML was also abundant and 

elevated in CSF from AD patients. While, pentosidine levels were decreased or remains 

unchanged [29, 30]. Finally, CML represents the dominant AG Es in human [48]. Our data showed 

that circulating CML levels do not differentiate MCI to control patients, but it was increased in AD 

patients. Our results contras! with the previous study from Bar et al., (2003) likely due Io the 

number of AD patients (15 versus 35 in our study) and to the composition of the AD group. ln the 

previous study [29], AD group included mainly moderate and severe AD and the average MMSE 

scores was 16.3+6.4 while in the present study the elevation of CML was observed only in early 

AD with the MMSE score being between 23+0.9. Hence, our results showed that peripheral levels 

of CML cou Id differentiate AD from controls and particularly early AD but their levels in circulating 

EVs was lower specifically in moderate AD. 

ln total serum proteins from AD patients, pentosidine levels remain controversial. They were not 

different between controls and AD or increased in converted MCI subjects Io AD patients and 

remain elevated in AD [28, 30, 31]. Our results in S-Ab fraction confirm that pentosidine levels 

were no! different between control, MCI and AD groups. 

lt is well-known that high circulating levels of AGEs represents an overall change of physiological 

functions with an increase of their formation during various chronic diseases such as 

inflammation, diabetes, metabolic syndrome, insulin resistance, endothelial dysfunction, 

cardiovascular complication [4, 49-51] or aging [52-54] and is not specifically related to AD. 

However, these chronic diseases represent a risk factor for the development of AD. As these 

chronic diseases were no! included in our study, our results indicate that the elevation of 

peripheral CML in early AD and in AD group could be specifically associated to AD which is 

reinforced with the negative correlation with the cognitive scores. 

The presence ofperipheral AGEs depends on several factors, including the metabolic rate, the 

redox state, the small fraction of dietary absorbed AGEs and the turnover rate of the targeted 

proteins or cells excretion. The abundance of CML could be explained by the multiple pathways 
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leading Io its formation such as the reaction between glucose, other sugars or glyoxal with amino 

groups of lysine, or by-product of lipids peroxidation and oxidized proteins while pentosidine 

(protein cross-link) could be formed by the reaction of ribose, glucose, fructose or ascorbate with 

lysine and arginine [55]. The elevation of CML in early AD observed in this study cou Id be related 

Io the alleration of the antioxidant/oxidant homeostasis and to oxidative damage recently 

observed in the same group of patients, with an early decrease of the total antioxidant capacity 

in MCI and an increase of the protein carbonyls observed in early AD [56]. Similarly, several 

previous studies have also demonstrated that oxidative-induced damages increased early in AD 

[57-63]. ln addition, CML is also a RAGE receptor ligand. The interaction of CML with RAGE 

causes the generation of intracellular oxidative stress, release of proinflammatory factors as IL6 

and TNF alpha and increase Al3 production and tau hyperphosphorylation [64, 65]. Hence, the 

increase of circulating CML could be the consequence of the modification of the redox 

environment which could, in turn, induce oxidative stress. 

Albumin is the major circulating proteins and most of AGEs are composed of glycated albumin 

protein. Therefore, we have determined the levels of CML and pentosidine in the total serum 

proteins and compared with their levels in the low abundance circulating proteins without the 

albumin fraction. lnterestingly, our data showed that they are higher in S-Ab. Moreover, when 

CML levels were determined in the low abundance proteins in serum, they were elevated in early 

AD and are negatively associated to cognitive decline. Hence, the level of CML in S-Ab is a better 

representation of the cognitive status !han the total circulating CML. 

ln AD brain, A13 peptides and tau protein can be glycated and formed CML. This complex A13-CML 

or Tau-CML can also efflux through the blood brain barrier (BBB) to the circulation [66]. When AD 

progress, brain glycated proteins and peptides accumulate and form aggregates that cannot cross 

the BBB. This property can explain the elevation of circulating CML levels only in early AD and 

not with the progression of the disease. However, the explanation of the variability of CML and 

pentosidine levels in blood and brain, need further investigations. 

Recently, il has been suggested that EVs released by brain cells are able Io cross the BBB and 

can be detected in blood [67]. As we have demonstrated that the EVs-derived human neuronal 

cell-line SK-N-SH contained CML, thus we cannot exclude the possibility that a fraction of the 

CML-containing EVs in the circulation were from the brain. These results are of great interest 

bElcause more and more studies sugg_est that the E~s are resrionsible of the P!Opagatiori of 

pathological proteins such as phosphorylated tau, A13 peptide or a-synuclein oligomer in 

neurodegenerative diseases. They can also play a raie in communication across the BBB 
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between the brain and periphery [37, 68-70]. AGEs formation promotes aggregation and 

intracellular accumulation of proteins. We hypothesize. that with AD progression there is an 

accumulation of glycated proteins and peptides in the brain which form aggregates that cannot to 

be released by EVs. Therefore, decreased EVs CML in MS of AD can be explained by 

accumulation of CML-proteins in the brain. 

These results strengthen the notion that peripheral EVs might serve as relevant material for 

developing biomarkers for the central nervous system diseases. 

5. Conclusion 

ln conclusion, the present study demonstrated that the association between the serum/S-Ab CML 

levels and cognitive scores. Il can be an useful diagnostic markers for early stage of AD. ln the 

brain, some CML can propagate from cells to cells by EVs and further studies are required to 

belter understand the roles of specific AG Es in EVs. 
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Table 1: Characteristlcs of patients and controls participants. 

AD (>ntienls 

P1n·n1aietel's 
Concrols subjects MCI 1•aCicnCs ES(AD) MS(AD) LS(AD) 

(11=13) (n=14) (n=17) (11= 9) (n•12) 

Sox(M/F) 2/11 4/10 3/14 217 3/9 

Age (years) 69.68± 1.15 73.29± 1.48 79.41±1.3' 80.78± 1.3' 81.58± 1.6' 

MMSE seo1•es (/30) 29.62±0.2 27.07± 0.52" 23.65±0.9' 21.11±1.3' ND 

Mo CA scores (/30} 27.62±0.6 22.71±0.9b 16.8± 0.9' 11.11± 1.6' ND 

BMI (kg/ni') 29.06±0.9 26.69± 1.1 31.23±2.2 28.77±2.4 26.25±1.59 

Glucoso (mmolfl) 4.56± 0.17 5.oa o.t8' 4.87±0.14 5.52± 0.3' 4.45±0.13 

LDL (mmol/I) 2.88±0.19 3.17± 0.31 2.68±0.24 2.54± 0.31 2.83± 0.3 

HDL (mmolfl) 1.53± 0.31 1.47± 0.12 1.48± 0.1 1.37±0.12 1.24± 0.07 

Triglycetides (11111101/1) 1.64± 0.31 1.47±0.15 1.56±0.2 1.87± 0.36 1.6U0.24 
Totalcholeste1•ol 4.92± 0.34 5.32±0.41 4.68±0.29 4.96±0.4 4.61±0.41 
(mmol/I) 
Albumiu (g/L) 44.26±0.48 43.71±0.77 43.96±0.52 42.9± 1.49 38.08 ± 0.82' 

Values are mean ±standard error of the mean (SEM). Abbreviations: AD: Alzheimer's disease; 

ES: early stage of Alzheimer's disease; MS: Moderate-stage of Alzheimer's disease; LS: late­

stage of Alzheimer's disease; MMSE. mini-mental state examination; MoCA. Montreal cognitive 

assessment; BMI: body mass index; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; 

ND: not detected. 

MMSE and MOCA scores are not detected in LS patients because of their incapacity ta 

accomplish the tests. 

Statistical analysis was performed uslng the one-way ANOVA followed by LSD test with • p < 

0.05, b p < 0.01, c p < 0.001 versus contrais subjects. 
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Figure 1. Serum CML levels in controls, MCI and different groups of AD patients. A: CML levels 

in total serum proteins. B: CML levels expressed in total serum proteins without albumin (S-Ab ). 

Difference between groups were analyzed with one-way ANOVA followed by the LSD post-hoc 

test. Values are mean ± S.E.M with • :p < 0.05 versus Controls subjects. 

A) J 2.0 

Cl. 1.5 .. 
El 
È 1.0 

• 

* ... 
• 

• 
• : 

+ 

AD patients 

B} ~ .e 
ë 
.6 25 
:::;J 

~ 20 

! 
0 15 .. 
& 

l rn 
.e 5 
" 
~ Il 

~ 
" "" 

• 

•• .. -;z-
•ip" ··i.· 
ë' ~ 

~"'!;!; ~Ill~ 
.:,<:> .ç,~ 

~' ô ~~ ~ 
(,~ 

• 

• • 
• 

.. • ~·· -;J.;- + ... • .• fj ·:.· -- .. •• 
"""" ~"" ~ ~· 

AD patients 

Figure 2. Serum pentosidine levels in control subjects, MCI and AD patients. A: Pentosidine 

levels in total serum proteins. B: Pehlôsidihe le\téls expressed ih total serum prdteins witfiout 

albumin (S-Ab). Data groups were compared with analysis of variance one-way ANOVA followed 

by LSD post hoc test. Values are mean ± standard error of the mean. 
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Figure 3. Statistical correlation between CML and pentosidine levels expressed in total serum 

proteins without albumin (S-Ab) and cognitive scores (MMSE and MoCA) and age (years) 

obtained with the Pearson correlation. 
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Figure 4. Characterization of EVs isolated from the serum. A: The TEM image depicts the 

spherical morphology of the isolated particles, bar = 1 OO nm. B: Determination of concentration 

and size ofisolatedEVs in the study population by NTA. C: Representafü1e blot oLextracellular 

vesicles TSG 101 and calnexin in contrai subjects, MCI and AD patients and in SK-N-SH cells 

lysate. 
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Figure 5. CML levels in EVs from contrai subjects (n = 8), MCI (n = 7) and AD patients (ES, n = 

8; MS, n = 7; LS, n = 8). Data groups were compared with analysis of variance one-way ANOVA 

followed by LSD post hoc test. Values are mean ± standard errer of the mean. • p < 0.05 versus 

Contrai subjects. 
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Figure 6. Characterization of cells EVs and CML determination in cells lysate and EVs. A: The 

TEM image showed the spherical morphology of the isolated particles, bar = 100 nm. B: 

Representative blot of TSG 101 and Calnexin in EVs from SK-N-SH and cells lysate. C: 

Ccinceiifration and size of isOiated EVs by NTA D: CML levels in EVs from SK-N-SH ~nd cells 

lysate. Comparison between different groups were performed with Student !-test. b p < 0.01. 
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4 CHAPITRE 3 : ARTICLE 2 

Methylglyoxal and glyoxal as potential peripheral markers for MCI diagnosis and 

their effects on the expression of neurotrophic, inflammatory and 

neurodegenerative factors in neurons and in neuronal derived-extracellular 

vesicles. 

Auteurs de l'article : Mohamed Haddad 1•2, Morgane Perrotte 1•2, Mohamed Raâfet Ben 

Khedher 1•2, Clément Demongin1, Aurélie Lepage 3, Tamas Fülôp 3 and Charles Ramassamy 1·2' 

1 INRS-lnstitut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada 

2 lnstitute on Nutrition and Functional Foods, Laval University, QC, Canada 

3 Department of Medicine, Geriatric Division, Research Center on Aging, Sherbrooke 

University, QC Canada 

Statut de l'article : Publié dans le journal of IJMS (International journal of molecular sciences), 

septembre 2019. 

4.1 Résumé et objectifs de l'article 2 

Le méthylglyoxal (MG) et le glyoxal (GO) sont deux produits réactifs et oxydants associés au 

développement de pathologies neurodégénératives. Cependant, la relation entre leurs niveaux 

périphériques et le déclin cognitif et leurs effets sur des facteurs neuronaux intervenant dans la 

neurodégénérescence sont peu étudiés. Le but de cette étude était de déterminer leurs taux 

sériques chez des patients MCI (mild cognitive impairment) et atteints de la maladie d'Alzheimer 

(MA), d'analyser leurs effets sur des facteurs neurotrophiques et inflammatoires et 

neurodégénératifs dans les cellules neuronales et les vésicules extracellulaires dérivées de ces 

neurones (nEVs). Nos résultats montrent que les niveaux de MG et de GO dans le sérum, 

déterminés par HPLC, étaient plus élevés chez les patients au stade MCI. L'analyse ROC 

(receiver-operating characteristic curves) a revélé que les niveaux sériques du MG possèdent 

une sensibilité plus élevée pour différencier les patients MCI des personnes témoins. En plus, les 

niveaux sériques de GO différencient les patients MCI des personnes contrôles et des patients 

atteins de la MA. Les niveaux neuronaux et vésiculaires de BDNF, PRGN, NSE, APP, MMP-9, 

ANGPTL-4, LCNZ,-PTX2, S100B,-RAGE, Af3, -pîau T181 et éllpha~syrmcléine ont êté quantifiés 

par dosage Luminex. Le traitement des neurones avec le MG ou le GO a réduit les niveaux 

cellulaires de NSE, PRGN, APP, MMP-9 et ANGPTL-4 et les niveaux vésiculaires de BDNF, 
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PRGN et LCN2. Nos résultats suggèrent que le ciblage de MG et de GO peut être une stratégie 

thérapeutique prometteuse pour prévenir ou retarder la progression de la MA. 

4.2 Contribution de l'étudiant à l'article 2 

La majorité du travail et des expériences décrites dans cette publication ont été réalisées par moi­

même (dosage des niveaux de MG et de GO par HPLC, culture cellulaires, test de viabilité 

cellulaires, isolation et caractérisation des EVs, dosage des protéines vésiculaires totales et 

dosage des marqueurs neurotrophiques, inflammatoire et neurodégénératives dans les EVs par 

Luminex). Le dosage des différents marqueurs a été réalisé par Luminex avec l'aide de Morgane 

Perrotte et Mohamed Raâfet Ben Khedher (deux doctorants dans notre laboratoire). La mise au 

point du dosage des niveaux sériques du MG et du GO a été réalisé avec l'aide de Clément 

Demongin pendant son stage dans notre laboratoire. Le recrutement des patients, la collecte et 

la préparation des échantillons sanguins ont été réalisés grâce aux efforts d'Aurélie Le Page et 

son superviseur le professeur Tamas Fulop. J'ai également analysé les résultats et écrit les 

différentes parties de l'article. Ce dernier a ensuite été révisé et corrigé par le professeur Charles 

Ramassamy. La réponse aux commentaires et aux questions des évaluateurs de l'article a été 

effectué par moi-même sous la supervision du professeur Charles Ramassamy. 
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4.3 Article 2 

Methylglyoxal and Glyoxal as Potential Peripheral Markers for MCI Diagnosis and Their 

Effects on the Expression of Neurotrophic, lnflammatory and Neurodegenerative Factors 

in Neurons and in Neuronal Derived-Extracellular Vesicles 

Graphical Abstract 

MG 

\\ 

Mild cognitive impairment 

Abstract: Methylglyoxal (MG) and glyoxal (GO) are suggested to be associated with the 

development of neurodegenerative pathologies. However, their peripheral levels in relation to 

cognitive decline and their effects on key factors in neuronal cells are poorly investigated. The 

aim of this study was to determine their serum levels in MCI (mild cognitive impairment) and 

Alzheimer's disease (AD) patients, to analyze their effects on the neurotrophic and inflammatory 

factors, on neurodegenerative markers in neuronal cells and in neuronal derived-extracellular 

vesicles (nEVs). Our results show that MG and GO levels in serum, determined by HPLC, were 

higher in MCI. ROC (receiver-operating characteristic curves) analysis showed that the levels of 

MG in serum have higher sensitivity to differentiate MCI from controls but not from AD. Meanwhile, 

serum GO levels differentiate MCI from control and AD groups. Cells and nEVs levels of BDNF, 

PRGN, NSE, APP, MMP-9, ANGPTL-4, LCN2, PTX2, S100B, RAGE, A~ peptide, pîau T181 and 

alpha-synuclein were quantified by luminex assay. Treatment of neuronal cells with MG or GO 

reduced the cellular levels of NSE, PRGN, APP, MMP-9 and ANGPTL-4 and the nEVs levels of 

BDNF, PRGN and LCN2. Our findings suggest that targeting MG and GO may be a promising 

therapeutic strategy to prevent or delay the progression of AD. 
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Keywords: Alzheimer's disease; mild cognitive impairment; extracellular vesicles; advanced 

glycation products; Growth; inflammatory and vascular factors 

Introduction 

Dementia affects more !han 50 million people and this number will triple in 30 years in the absence 

of preventive strategy and new effective treatments [1]. Alzheimer's disease (AD), the most 

common form of dementia (60-70% of all cases), is clinically characterized by cognitive decline 

and behavioral disturbances with a complex and heterogeneous pathophysiology [2]. ln addition 

Io bolh neuropathological hall marks of AD, the accumulation of the amyloid beta peptide (A13) in 

senile plaques and the neurofibrillary !angles (NFTs), there are also imbalances in many cerebral 

proteins such as neurotransmitters, neuroprotective, neurotrophic and inflammatory factors [3-7]. 

To date, the diagnosis of AD represents a late stage of the disease and is associated with 

irreversible brain damage [8]. Therefore, the identification of early AD biomarkers is crucial to 

prevent or delay the onset of the disease and to slow the progression of this brain disorder. lt has 

been shown that the diagnosis of AD at the earlier stage may prolong survival [9]. 

Mild cognitive impairment (MCI) is considered as a transitional state between normal aging and 

dementia associated with memory and cognitive impairment (greater of what is observed for aged 

individuals) that does not interfere notably with activities of daily life [10]. The prevalence of MCI 

is estimated to be between 15% and 20% beyond 60 years [11-13]. MCI was associated with an 

increased risk of progression to dementia and particularly AD [14]. The physiopathology of MCI 

remains unclear, but it is suggested that metabolic, neurologie and psychiatrie disorders largely 

contribute to this early cognitive impairment [15]. Currently, the diagnosis of MCI is based on 

cognitive tests, the determination of the ratio p-tau/Aj342 in cerebrospinal fluid (CSF) and 

neuroimaging analysis [16]. However, the routine application of these criteria is relatively limited 

and difficult because of the high costs of imaging, the invasive nature of CSF collection and the 

clinical heterogeneity of the MCI patients. Therefore, there is a need to identify blood-based 

biomarkers related to neurodegenerative process and associated with MCI stage that enable an 

early diagnosis of the disease with reduced costs. 

Advanced glycation end products (AGEs) are heterogeneous class of molecules termed by the 

interaction of reducing sugars or dicarbonyl compounds such as methylglyoxal (MG) or glyoxal 

(GO) with amino groups in proteins through a series of Maillard reactions [17]. lnterestingly, 

increased levels-of AG Es were reported in brains of-AD patients and -were also found Io be 

associated with the amyloid plaques and NFTs [18-21]. MG and GO are the precursors of many 

AGEs such as N-(1-carboxymethyl)-L-lysine (CML), glyoxal-lysine dimer (GOLD), N-
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(carboxyethyl)-L-lysine (CEL} and methylglyoxal-lysine dimer (MOLD}. MG and GO are two 

reactive intermediates of cellular metabolism produced by several different pathways [22,23]. 

Many studies have reported the capacity of these reactive intermediates to induce cellular 

damage and contribute to the pathogenesis of many neurodegenerative diseases. For instance, 

increased intracellular reactive oxygen species production, tau hyperphosphorylation, 

mitochondrial dysfunction [24-26], expression of cleaved caspase-3, apoptosis and decreased 

Bcl-2/Bax ratio were observed in neuronal cells following MG treatment [27]. The 

intracerebroventricular (ICV) administration of MG induced tau hyperphosphorylation and caused 

hippocampal damage and memory impairment in mice [28]. Elevation of the Javels of MG in 

streptozotocin-induced diabetic rats was associated with cognitive impairments in memory and 

learning [29]. ICV administration of MG induces cognitive deficit and neurochemical alterations in 

the hippocampus of rat brain [30]. Recently, we demonstrated that the serum levels of CML, a by­

product of MG and GO, increased early in AD and correlated with the cognitive scores of Mini 

Mental State Examination (MMSE) and Montreal Cognitive Assessment (MoCA) tests [31]. 

Therefore, AGEs precursors (MG and GO) could be considered as strong candidates for MCI 

diagnosis. However, neurotoxic affects of these metabolites especially on the neuroprotective, 

neurotrophic factors, inflammatory and neurodegenerative markers remain to be determined. 

Extracellular vesicles (EVs) are whole membrane-bound vesicles such as exosomes and 

microvesicles. EVs play a fundamental role in intercellular communication by transferring 

heterogeneous biological materials including signaling factors, misfolding proteins, nucleic acid, 

and regulatory molecules [32]. Many cells in the central nervous system such as neurons, 

astrocytes and microglia release EVs [33-35]. Several studies have suggested the implication of 

EVs in AD and showed that these vesicles contain a variety of implicated proteins in the disease 

[36-38]. However, the affects of MG and GO on the Javels of neuroprotective, neurotrophic 

factors, inflammatory and neurodegenerative markers in neuronal derived-EVs (nEVs) are still 

unknown. 

The first aim of the present work was to measure the serum levels of MG and GO in controls, MCI 

and AD patients. The second aim was to study the affects of these AGEs precursors on the 

neuronal expression of neuroprotectors and neutrophic factors such as BDNF (Brain-Derived 

Neurotrophic Factor), progranulin (PRGN), NSE (neuron specific enolase), APP (amyloid 

pre_cursor protein) and MMP-9(matrix metallopeptid_ase 9), proJeins irnpli~ated in the i11flammat9ry 

process (ANGPTL-4 (Angiopoietin Like 4 ), Jipocalin-2 (LCN2), pentraxin-2 (PTX2), 81 OOB 

(calcium binding protein B), AGEs (CML}, and RAGEs (receptor for advanced glycation end 
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products)), and neurodegenerative markers (A~ peptide, pTau T181, and alpha synuclein). 

Finally, the neuronal levels of these proteins were compared Io their nEVS levels. This study 

addressed a complete panel of the effects of MG and GO on neuronal cells. 

Results 

2.1. Main Characteristics of Study Population 

The clinical characteristics and glucose levels of contrais, MCI and AD groups are shown in Table 

1. The mean age, and the clinical scores of MMSE and MoCA were significantly different among 

controls, MCI and AD patients. MMSE and MoCA scores were not available for LS patients, 

probably because they were unable to answer or complete the questionnaire due to their severe 

cognitive impairment. Although blood glucose levels in moderate AD patients were higher 

compared to controls, the values remain in the physiological range of circulating levels. 

Table 1. Characteristics of contrai subjects, MCI and AD patients. 

Contrais Subjects MCI patients 
ADratients 

Parameters 
(n = 15) (n = 16) 

ES (AD) MS (AD) LS (AD) 
(n = 19) (n = 14) (n = 16) 

Sex (M/F) 3/12 4/12 3/16 2/12 5/11 

Age (years) 69.4±1.17 * *'* '** ... 
73.63±1.24 79.68±1.2 79.73±1.3 80.13±1.6 

MMSE scores (/30) 29.67 ± 0.15 * **' ••• ND 27.19 ± 0.47 23.79± 0.8 21.73±1.16 

MoCA scores (/30) 27.53 ± 0.51 ** **' *'' ND 22.94±0.79 17.06± 0.9 12.55±1.6 

Glucose (mmoVl) 4.64 ± 0.15 4.95 ±0.17 4.85 ±0.13 • 4.45 ± 0.13 5.3 ± 0.28 

Values are meai1 ±standard error of the mean (S.E.M). Statistical analysis was performed using the one-way 

ANOV A followed by LSD test with • p < 0.05, *' p < O.ül, '*' p < 0.001 versus controls subjects. Abbreviations: 
AD, Alzhehner' s disease; ES, Earl y stage of Alzheimer' s disease; MS, Moderate-stage of Alzheimer' s disease; 
LS1 Late-stage of Alzheimer's disease; MMSE, Mini-mental state exa1nination; MoCA, Montreal cognitive 

assessment; ND, Not detected. 

2.2. MG and GO Serum Levels in Control Subjects, in MCI and AD Patients 

The results show that MG levels were significantly higher in MCI and AD patients compared Io 

the control subjects. Moreover, MG levels in MS group of AD patients were lower !han in the MCI 

group (Figure 1A). The GO levels were significantly increased only in MCI patients compared Io 

the contrai and AD's groups (Figure 1 B). 
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Figure 1. Levels of MG and GO in serum from control, MCJ and different AD groups. MG (A) and GO (B) 
serum levels are expressed in nM. Each point represents the value obtained from one patient or control 
subject. TI1e difference between groups was analyzed with one-way ANOV A followed by the LSD post hoc 
test. Values are mean ± S.E.M witl1 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 versus control subjects. 'p < 0.05, ntp < 
0.001 versus MC! patients. 

The ability of the MG and GO serum levels to distinguish control subjects from MCI and AD groups 

was assessed using the ROC analysis. The levels of MG and GO provide a fair classification of 

the control group and MCI patients with an area under the curve (AUC) of 0.904 (95% Cl: 0.78-

1.02, p= 0.0001) and 0.804 (95% Cl: 0.64-0.095, p = 0.0039), respectively (Figure 2A,D). The 

optimal eut-off value of MG and GO levels Io differentiate MCI patients from control subjects was 

463.2 nM, with 87.5% sensitivity and 93.33% specificity, for MG and 652.2 nM, with 68.75% 

sensitivlty and 80% specificity, for GO (Table 2). To distinguish MCI from ES or all AD patients, 

ROC curves for MG levels had an AUC of 0.628 (95% Cl: 0.43-0.81, p = 0.196) and 0.619 (95% 

Cl: 0.46-0.77, p = 0.152), respectively, indicating that MG levels have low classification accuracy 

(Figure 28,C). lnterestingly, when ROC curves were applied for GO levels for these same groups, 

we obtained an AUC of 0.832 (95% Cl: 0.69-0.96, p = 0.0008) and 0.794 (95% Cl: 0.67-0.91, p 

= 0.0004), respectively, indicating that GO levels have high classification accuracy (Figure 2E,F). 

The optimal eut-off value of GO levels to predict MCI patients from ES or all AD patients was 

<588.6 nM, with 68.42% sensitivity and 81.25% specificity, and <605 nM, with 67.35% sensitivity 

and 81.25% specificity, respectively (Table 2). 
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Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. The plots represent the performance of MG 
and GO serum levels to differentiate MC! patients to control subjects (A,D) and to early AD pàtients (B,E) 
and al! AD patients (C,F). Area under the curve (AUC) values, 95% confidence intervals (CI 95%), standard 
error (Std. Error) and p values are indicated on the curve. 

Table 2. Cutoff values to separate MCI patients Io control subjects and early and ail AD patients. 

Groups Cult off (nM) Sensitivity (%) Specificity (%) 

Methylglyoxal [Controls subjects vs MC! patients] > 463.2 87.S 93.33 

Methylglyoxal [MC! patients vs ES AD patients] <545.1 63.16 62.5 

Methylglyoxal [MC! patients vs AD patients] < 545.1 63.27 62.S 

Glyoxal [Conttols subjects vs MC! patients] >652.2 68.75 80 

Glyoxal [MC! patients vs ES AD patients] <588.6 68.42 81.25 

Glyoxal [MC! patients vs AD patients] <605 67.35 81.25 

2.3. Effects of MG and GO on SK·N·SH cells Viability 

The neurotoxicity of MG and GO was performed on SK-N-SH cells. Our results show that, after 

24 h oftreatment, MG and GO were not toxicuntil 0.8 mM (Figure- 3); The concentration of 0;5 

mM was thus selected for further experiments for both MG and GO. 
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Figure 3. Effects of MG and GO on the survival of SK-N-SH neuronal cells. Cells were treated for 24 h with 

different concentrations (0.2-2 mM) of MG (A) and GO (B). Cell survival was analyzed by Resazurin assay. 
The results are expressed as a percentage of control, non-treated cells (considered as lOOo/o). Values are mean 

± S.E.M from at least three separate experiments performed in sextuplicate in each group with * p < 0,05, >r·* 

p < 0.01, '" p < 0.001 versus control cells. Data groups were compared with one-way ANOV A followed by 
the Durmett' s post hoc test. 

2.4. Effects of MG and GO on the Size and Density of Extracellular Vesicles Released by 

the SK-N-SH Neuronal Cells 

Neuronal SK-N-SH cells derived-EVs (nEVs) were isolated as previously described [31]. Different 

approaches were used to characterize EVs. TEM images revealed that the isolated EVs were 

surrounded with a lipid layer producing a cup-shaped morphology (Figure 4A). ln addition, 

Western blot analysis revealed the presence of EVs marker (TSG101 ), the presence of GAPDH 

and the absence of calnexin {a negative EVs marker) (Figure 48). Size distribution and 

concentration of nEVs were measured by Nanosight NS300. Our results show that the size 

distribution of nEVs was not different in control and treated cells with the majority of isolated nEVs 

being between 50 and 400 nm (Figure 4C,D and E). Finally, the concentrations of total isolated 

nEVs were also similar in controls (9.6 x 109 ± 1.18 x 109) and in cells treated with MG (6.7 x 109 

± 1.4 x 109) and GO (1.13 x 1010 ± 2.6 x 109) {Figure 4F). 
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Figure 4. Characterization of nEVs isolated from controls and treated cells. The TEM image revealed the 
spherical morphology of the isolated particles (White arrow), bar= 100 nm (A). Expressions of EVs marker 
(TSG101), the presence of GAPDH and the negative contrai (Calnexin) analyzed by Western blot on protein 
lysates from EVs and SK-N-SH cells (B). Concentrations and size of isolated EVs from control cells (C), MG­
treated cells (D) and GO-treated cells (E) were analyzed by NTA using Nanosight NS300 system. The 
concentrations of isolated EVs from control and treated cells with (MG and GO) were not different (F). 
Values are mean ± S.E.M (from three separate experiments) ai1d data groups were compared with one-way 

ANOVA followed by the Dunnett's post hoc test. 

2.5. Effects of MG and GO Treatments on the Levels of BDNF, PRGN, NSE, APP and MMP-

9 in Cells and in nEVs 

The effects of MG and GO on the levels of BDNF, PRGN, NSE, APP and MMP-9 in SK-N-SH 

cells and in nEVs were analyzed following 24 h of treatment. 

BDNF was not affected by MG and GO while PRGN, NSE, APP and MMP-9 levels were differently 

reduced by MG and/or GO (Figures 5A,C,E and 6A,C). 

lnterestingly, neuronal cells can release and transfer these proteins via nEVs. We found that MG 

or GO treatment reduced the levels of BDNF and PRGN in nEVs without affecting NSE, APP and 

MMP-9 (Figures 5B,D,E and 6B,D). 

84 



(A) (C) (E) 
;;: 

" I î 800,000 
~ 40,0110 

~ 40 ~ l 
" 30,000 • 600,000 

" ' ~ 

~ 30 " " •• e ! 400,000 •• e 
~ 

20,000 

~ 
20 

' "' Q " 10,000 ~ 200,000 • 10 ~ z 
~ ~ ~ 
u 0 ~ 0 '-' 

CH' MG GO v Cb· l\IG GO Cft' MG GO 

O.SmM O.SmM 0.5 mM 

(B) (D) (F) 

I 800 I ... o .. 200,000 

i ~ 600 tr 40,000 150,000 

'" ' ·' g 30,000 • " ,:g 4011 

~ Ill ~Il 
! 100,000 

~ 
20,000 

' "' I~ Éi 200 • ~ 50,000 

~ 10,000 

~ > 
0 ,; 0 "' Ch· MG GO .. a,· l\fG GO Cil' MG GO 

0.5 mM 0.5 mi\'.I o.s mM 

Figure 5. BDNF, PRGN and NSE levels in nEVs and in SK-N-SH cells exposed or not to MG and GO. The 
level of each marker was normalized using total protein concentration. The bar graphs show BDNF, PRGN 
and NSE levels in SK-N-SH cells (A, C, E) and in/on EVs (B, D, F). Values are mean ± S.E.M (from three 
separate experiments) and data groups were compared with one-way ANOVA followed by the Dunnett's 
post hoc test. * p < 0.05, ** p < 0.01 versus control cells. 
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Figure 6. APP and MMP9 levels in nEVs and in SK-N-SH exposed or not Io MG and GO. The level of each 
marker was normalized using total protein concentration. The bar graphs show APP and MMP9 levels in 
SK-N-SH cells (A, C) and in nEVs (B, D). Values are mean ± S.E.M (from three separate experiments) and 

data groups were compared with one·way ANOVA followed by the Dunnetf s post hoc test.* p < 0.05 versus 
control cells. 

2.6. Effects of MG and GO Treatments on the Levels of ANGPTL-4, LCN2, PTX2, 51 OOB and 

RAGE in Cells and nEVs 

AGEs are known to induce neuroinflammation. The effects of MG and GO on the expression and 

secretion of inflammatory proteins remain to be studied. We analyzed their effects on the neuronal 

level of proteins involved in inflammation such as ANGPTL-4, LCN2, PTX2, S100B and RAGE. 

We found that only the levels of ANGPTL-4 were affected by MG and GO with a differential affect 

between MG and GO (Figures 7A,C,E and S1A,C). We also showed that SK-N-SH neuronal cells 

can propagate these proteins through nEVs. MG and GO greatly decreased the release of LCN2 

in nEVs but did not modify the nEVs content of other proteins (Figures 78,D,F and S1 B,D). 
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Figure 7. ANGP1L-4, LCN2 and PTX2 levels in nEVs and in SK-N-SH cells exposed or not to MG and GO. 
The level of each marker was normalized using total protein concentration. The bar graphs show ANGPTL-
4, LCN2 and PTX2 levels in SK-N-SH cells (A, C, E) and in nEVs (B, D, F). Values are mean ± S.E.M (from 
three separate experiments) and data groups were compared with one-way ANOVA followed by the 
Dunnett's post hoc test.* p < 0.05, ** p < 0.01 versus controls cells. 

2.7. Effects of MG and GO Treatments on the Levels of Aj31-40, Aj31-42, pTau T181 and a­

Synuclein in Cells and nEVs 

Ta determine whether MG and GO treatments affect the expression of neurodegenerative 

markers, levels of Aj3 peptide, pTau T181 and alpha synuclein were determined in cells and in 

nEVs. We showed that cells treated with nontoxic dose of MG and GO did no! affect the neuronal 

levels of Aj31-40 (Figure S2A) as well as neuronal and nEVs levels of Aj31-42 (Figure S2C,D), 

alpha-synuclein (Figure S2E,F) and pîau (Figure S3). Aj31-40 was no! detected in nEVs, 

suggesting that Aj31-40 is secreted al very low level in nEVs (Figure S2B). 

2.8. Effects of MG and GO on the Levels of the AGE Product CML and on the Deglycase 

Enzyme DJ-1. 

Ta investigate whether the effects observed following the MG and GO treatments were mediated 

through the AGEs formation, we evaluated the levels of CML, a by-product of MG and GO, and 

DJ_~1, a geglycation prot~in in neuronal cells and in nEVs. Our results show that neither MG nor 

GO modified the expressions of CML and DJ-1 (Figure 8). These results suggest that the effects 

observed following the treatments of MG and GO are not related ta AGEs formation. 
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Figure 8. CML and DJ-1 levels in nEVs and in SK-N-SH cells exposed or not to MG and GO. The level of 
each marker is normalized using total protein concentration. The bar graphs show CML (A, B) and DJ-1 
levels (C, D) in SK-N-SH cells (A, C) and nEVs (B, D). Values are mean ± S.E.M (from three separate 
experiments) and data groups were compared with one-way ANOVA followed by the Dunnett's post hoc 
test 

3. Discussion 

Glycation of proteins is involved in the pathophysiology of AD through both extensive protein 

cross-linking and oxidative stress [39-42]. ln the present sludy, we analyzed the variations of 

peripheral levels of Iwo reaclive precursors of AGEs with respect Io cognitive decline, in MCI and 

in AD from the early Io the late stage of AD. We showed that the levels of MG in serum were 

higher in MCI patients than in control subjects. ROC analysis demonstrated that ils serum levels 

have a higher probability to differentiate MCI patients from controls but no! from AD patients. 

lnterestingly, the serum levels of GO can differentiate contrais from MCI and AD patients. MG 

and GO are known to be present in the brain but their affects on some key targe! proteins involved 

in the pathophysiology of various neurodegenerative diseases such as AD remain to be studied. 

We found that both AGEs precursors, al nontoxic concentration, reduced the neuronal level of 

NSE with no effect on BDNF, PTRX-2, LCN-2, DJ-1, neurodegenerative markers and CML. GO 

decreased the levels of PRGN, APP, and ANGPL-4, while MG reduced and induced the 

expressions of MMP-9 and ANGPL•4, respectively; 
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nEVs are known to contribute to the progression of AD [43,44]. We found that MG and GO 

differently affect the content of some protein cargoes in/on nEVs. Our data show that MG and GO 

greatly reduced the release of LCN-2 by neuronal cells in/on nEVs. BDNF and PRGN in/on nEVs 

were reduced in the presence of GO. Neither MG nor GO modified the release of NSE, APP, 

MMP9, AGNTL-4, PTX-2, DJ-1, A~. pTau and CML in nEVs. 

MG is known to be one of the most patent precursors of AG Es and its presence is correlated with 

increase of oxidative stress in AD. Many studies strongly suggest that MG and MG-derived AGEs 

may play a key role in the etiopathogenesis of AD. lndeed, MG induced hyperphosphorylation of 

tau and post-translational modification of neurofilaments and can also decrease PP2 [45,46]. 

However, the levels of MG in biofluids are poorly investigated. ln CSF, the levels of MG were 

found to be higher in AD and were inversely associated to the MMSE scores [47]. ln serum, Beeri 

et al. previously demonstrated that higher levels of MG were associated with a faster rate of 

cognitive decline [48], with lower memory and reduced grey malter volume in elderly people [49]. 

ln line with these observations, our data show higher MG and GO serum levels in MCI patients. 

These clinical studies suggest that MG and GO cou Id easily be used in medical analysis routinely. 

ln serum, the elevation of MG and GO levels could be from different sources. ln plasma, the 

conversion of aminoacetone to MG and H202 is insured by the semicarbazidesensitive amine 

oxidase (SSAO), an enzyme that can be detected in cell membranes and plasma [50]. 

Accordingly, SSAO activity was shown to be elevated in plasma from AD patients [51,52]. 

Recently, the circulating SSAO activity was shown to be associated to the alteration of the blood 

brain barrier observed during the progression of AD [53]. 

Glycation of circulating proteins and the formation of AGEs by non-enzymatic reaction may also 

contribute to MG and GO production [54]. Moreover, MG and GO could be released from healthy 

or injured cells, or supplied exogenously by food intake [55]. On the other hand, the detoxification 

of MG and GO is dependent on the glyoxalase system, which is composed of two enzymes, 

glyoxalase-1 and -2 (GL0-1 and GL0-2). This detoxification system requires the antioxidant 

glutathione (GSH) to form hemithioacetal then S-lactoylglutathione. GL0-2 catalyzes the 

transformation of S-lactoylglutathione into D-lactate and recycling GSH [56]. However, the 

decrease of circulating GSH in AD [57,58] could limit the glyoxalase activity. 

ln the human brain, the protein and RNA expressions as well as the activity of GL0-1 in astroglia 

cells and neurons were found to be elevated before 55_years of age and thengradually decreased. 

This increase may represent a compensatory mechanism against high dicarbonyl levels and the 

accumulation of AGEs with aging [59]. ln the AD brain, GL0-1 RNA levels and enzymatic activity 
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were upregulated in the early stages of the disease but gradually downregulated in the middle 

and late stages of the disease [60]. Therefore, the number of AGE-positive neurons increases 

with the progression of the disease. MG and GO could thus accumulate in neurons with the 

progression of the disease and particularly in endosomal and lysosomal vesicles of pyramidal 

neurons in the hippocampus, the dentale gyrus, and in different cortical and entorhinal layers [61]. 

The accumulation of MG and GO is associated with free radical production, the increase of the 

activity of prooxidant enzymes, the decrease of antioxidant activities, and mitochondrial 

dysfunction, leading to cell death [62,63]. These dicarbonyls are able Io increase the production 

of A~. oligomers and protofibrils as well as the sizes of aggregates [64,65] and modulate several 

signaling pathways that play a causative role in AD development [66]. Neurons which show diffuse 

cytosolic AGEs immunoreactivity also contain hyperphosphorylated tau [18]. 

We studied the affects of MG and GO on the expression of soma proteins involved in growth 

factors, inflammation and on the repair of glycated proteins in neuronal cells. These proteins also 

play a prominent role in modulating cognition and memory by promoting neuronal survival and 

development and by regulating synaptic plasticity [3,4,67-70]. Our data demonstrate that MG or 

GO, by decreasing the expression of NSE, PRGN, MMP-9 and APP, can reduce the neurotrophic 

properties, neuritic growth, synaptogenesis, anti-inflammatory activity, and ability of neurons to 

degrade A~. as well as modify the lysosome regulatory properties of neuronal cells [71-74]. ln 

the brain, ANGPTL-4 is mainly expressed by reactive astrocytes but its regulation in neuronal 

cells is poorly described. We found that MG and GO differently regulate the neuronal expression 

of ANGPTL-4. Considering that ANGPTL-4 is a secreted protein with important function in the 

regulation of brain lipid and glucose metabolism, hypoxia-induced factor, inflammatory responses, 

angiogenesis, vascular permeability and remodeling [75], our results suggest that MG and GO 

could have an impact on several functions, particularly on vascular properties. 

MG and GO did not have any affect on the levels of other proteins (BDNF, LCN2, and PTX2), 

also involved in cell survival, inflammatory responses, insulin sensitivity, cognitive function and 

oxidative stress [76-81]. ln contras! to proBDNF, which could be glycated by MG and GO at the 

free amine groups of Lys, Arg and Cys residues [82], BDNF was not glycated by MG and GO. 

These results suggest that the targeted proteins are differently vulnerable to glycation induced by 

MG or GO. Sorne of them are not modified by nontoxic concentrations of MG or GO. Surprisingly, 

MG-or GO did not modify thelevel of CML or up regulate the deglycase enzyme DJ~t [83,84]. 

Neuronal cells are known to actively secrets nEVs to eliminate or communicate with other cells. 

EVs contained various protein cargoes that interfere with neuroprotective mechanisms, nerve 
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regeneration, neuronal development or synaptic plasticity [85]. PTRX-2 [86] and DJ-1 [87] were 

recently shown to be present in nEVs. For the first lime, we demonstrated that neuronal cells can 

release BDNF, NSE, LCN-2 and MMP-9 through nEVs. 

Thus, another aim of our study was to decipher the role of MG and GO on the release and transfer 

of these proteins by neuronal cells. We showed that MG and GO did not modify the release of 

PTRX-2, APP, MMP-9, ANGTL-4, DJ-1, A~. pTau and CML in nEVs but reduced the secretion of 

BDNF, PRGN, and LCN-2 in nEVs. These protein cargoes could be inside or associated to the 

surface of nEVs. These reductions were not the consequences of the abnormal formation and/or 

release of nEVs as the quantity and the size distribution of EVs were similar following different 

treatments. These results suggest that neuronal cells reduce the transfer of some proteins related 

to neurotrophic, neurogenesis or inflammation (BDNF, PRGN, and LCN-2) to other cells to 

counteract the affects of MG or GO. Il is interesting Io note that concentrations of BDNF, PRGN, 

MMP-9, ANGTL-4, LCN-2, and 81008 were much higher in nEVs !han their cellular levels, while 

the concentrations NSE, CML and DJ-1 were lower in nEVs. 

MG and GO, al nontoxic concentrations, did no! alter cells or nEVs levels of some 

neurodegeneralive markers (A~ peptide, pTau, and alpha synuclein) and some proinflammatory 

markers (81 OOB and RAGE) (Figures 81-83). These observations could be explained by the fac! 

that the concentration of dicarbonyls compounds used in this study did not increase the formation 

of AGEs such as CML which are implicated in the modulation of neurodegenerative and 

proinflammatory markers. 

MG and GO have the same dicarbonyl structure except the presence of a methyl group on the 

carbon skeleton of MG. The differential affect between MG and GO may be due Io the fac! !ha! 

GO is considered as a poor substrate for the glyoxalase system since il binds Io the a-NH2 group 

or to the cysteine residue of GSH [88,89]. Furthermore, GO but not MG can form glycolate which 

is oxidized to glyoxylate with the release of Hz02 [90]. GO is also able to react with hydroxyl radical 

to form a GO radical and this reaction is three limes faster !han the reaction between MG and 

hydroxyl radicals [91,92]. The induction of oxidative stress is a possible mechanism that explains 

the differential affects of MG and GO. 

4. Materials and Methods 

4.1. Clinical Study 

The present study was performed on serum samples from contrai subjects, MCI and AD patients 

recruited from the Memory Clinic of Sherbrooke. The study protocol was approved by the Ethics 
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Committee of the University of Sherbrooke and informed written consent was obtained from all 

participants and/or their representatives (protocol #2010-21/Fülôp approved 12 Novembre 2010). 

The AD patients at different stage (early, moderate and last stage) were selected relatively Io the 

criteria of the National Instituts of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the 

Alzheimer's Disease and Related Disorders Association (NINCDS_ADRDA) and the fourth edition 

of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) published by the American 

Psychiatrie Association in 1984 [93]. Clinical selection of MCI patients was performed depending 

on cognitive test scores and Pertersen criteria [94]. The healthy control subjects were defined 

according to the SENIEUR protocol [95]. Ali selected subjects underwent clinical and 

neuropsychological evaluation included the MoCA and MMSE [96,97]. Serum samples were 

oblained from selected subjects after overnight fasting and stored at -80 °C until analysis. 

4.2. Serum Methylglyoxal and Glyoxal Measurement by High-Performance Liquid 

Chromatographie (HPLC) 

MG and GO levels were determined from serum by HPLC (Beckman system Gold) with UV-Visible 

detector according to the authors of [98] with some modifications. One hundred microliters of 

serum from different groups were incubated with trichloroacetic acid (TCA) (Sigma Aldrich, Foster 

City, CA, USA) for 1 O min. The precipitated protein was removed from the mixture by 

centrifugation at 12,000 rpm for 15 min at 4 °C. 0-Phenylenediamine (0-PD) (10 mM final 

concentration) (Sigma Aldrich) was added to the supernatant and the mixture was incubated 

during 24 h al room temperature Io derivatize MG and GO. Afler 10 min of centrifugation al 12,000 

rpm, 40 µL of supernatant with known concentration of the internai standard 5-methylquinoxaline 

(5-MQ) (Sigma Aldrich) were injected into HPLC. The running program was performed with 20% 

acetonitrile (kept al 100%) for running the samples and 80% methanol used for washing the 

column and lines with a constant flow rate set at 1 mUmin. The quantification of MG was based 

on the determination of its derivative compound 2-methylquinoxaline (2-MQ) (Sigma Aldrich) 

which absorbed at 315 nm. Different concentrations of 2-MQ external standard were used to 

define the retention lime via C18 column (150 mm x 4.6 mm and 5-µm particle size). To determine 

GO retention time, different concentrations of GO solution (Sigma Aldrich, CA) were incubated 

with 0-PD and injected into the HPLC. 

4.3. Neuronal Cells Culture, Treatment and Viability Assay 

SK~N-SH (Humah neuroblasfüma) cell linè from ATCC (Manassas, VA, USA) were-cultivated in­

Eagle's minimal essential medium (EMEM) supplemented with 10% (v/v) Fetal Bovine Serum 

(FBS), 1% sodium pyruvate (1 mM) and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 
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streptomycin) in a humidified incubator at 37 °C with 5% C02 Io 80% confluence. SK-N-SH cells 

were selected in this study because they are brain-derived neuronal cells from human. We 

previously and repeatedly demonstrated that these cells contain several signaling pathways 

involved in neuronal functions. 

SK-N-SH cells were plated at a density of 2 x 104 cells per well in 96-well plates and incubated 

for 24 h at 37 °C, and then the media was completely removed and cells were kept in FBS free 

media. Cells were treated with different concentrations of MG and GO (0.2-2 mM) for 24 h. Cells 

survival was assessed using the Tox-8 (Resazurin-based) following the manufacturer's 

instructions. 

4.4. Isolation of Extracellular Vesicles from Culture Media 

Neuronal derived-EVs (nEVs) from culture media were isolated as previously described [31]. 

Briefly, SK-N-SH cells were grown to 80% of confluence, washed with PBS and incubated in FBS 

free media with MG and GO (0.5 mM) for 24 h. Supernatant were collected from five 125 cm2 

flasks and centrifuged to remove dead cells and cell debris. The final supernatant was precipitated 

with the total exosome isolation reagent from (lnvitrogen™ by Life Technologies lnc., Carlsbad, 

CA, USA). The nEVs pellet was resuspended in PBS and stored at -80 °C until analysis. Total 

proteins from SK-N-SH cells and nEVs were extracted with RIPA buffer (50mM Tris buffer, pH 8, 

150 mM sodium chloride, 0.1 % sodium dodecyl sulfate, 1 % lgepal, 1 % sodium deoxycholate, 5 

mM EDTA) containing a cocktail of protease and phosphatase inhibitors and were measured 

using bicinchoninic acid (BCA) assay (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher Scientific, 

lnc, Waltham, MA, USA). 

4.5. Characterization of Extracellular Vesicles 

The characterization of nEVs from culture media was based on the analysis of the morphology 

by transmission electron microscopy (TEM), their sizes distribution by the Nanosight system 

(NS300), the presence of some EVs markers (TSG 101 (tumor susceptibility gene 101) and 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)) and the absence of endoplasmic 

reticulum marker Calnexin by Western blot. 

4.5.1. Transmission Electron Microscopy 

EVs preparations were mixed with 2% paraformaldehyde (final concentration), and then applied 

onto F'ormvar-cartmn coated grid. After 5 min, grids -were negatively stained with 2% uranyl 

acetate solution. The excess fluid was removed and grids were observed using HITACHI 7100 

TEM at 75 kV and 15,000x-40,000x magnification. 
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4.5.2. Nanoparticles Tracking Analysis 

The Nanosight NS300 instrument and Nanosight NTA 3.2 Analytical Software (Malvern 

Instruments Company, Nanosight, and Malvern, United Kingdom) were used for size and 

concentration analyses of isolated nEVs. Diluted nEVs suspensions (1/200 in water) were 

illuminated by laser light and their movement under Brownian motion was captured for 60 s using 

a digital camera. Three videos were then analyzed using the Nanosight NTA 3.2 Analytical 

Software Io provide nanoparticle concentrations and size distribution profiles. 

4.5.3. Western Blot Analysis 

The same amount of extract nEVs and cells proteins (20 µg) were separated in 10% SDS­

polyacrylamide gel for electrophoresis according their molecular weighl. The proteins separated 

in gel were transferred onto PVDF membranes using a Trans-Blot Turbo System (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). Nonspecific binding sites in the membrane were blocked for 1 h in TBS (Tris­

buffered saline) containing 5% non-fat dry milk and 0.1% Tween 20. The blot was incubated 

overnight at 4 °C with primary antibodies: TSG101 (1/2500) (MyBiosource, San Diego, CA, USA), 

GAPDH (1/5000) (Santa Cruz) and calnexin (1/500) (Santa Cruz). After three washing steps with 

TBS-Tween 0.1 %, the membrane was incubated du ring 1 h with the corresponding secondary 

antibody HRP-conjugated anti rabbi! (1/5000) (Cell Signaling Technology) and anti-mouse 

(1/1000) (Cell Signaling Technology). The membrane biais were revealed with ECL substrate 

(Bio-Rad Laboratories, lnc., Hercules, CA, USA) and bands were analyzed using luminescent 

imaging system FluorChem. 

4.6. Determination of Cellular and nEVs Proteins 

Cellular and nEVs concentrations of BDNF, PRGN, NSE, APP, MMP9, ANGPTL-4, LCN2, PTX2, 

S100B, RAGE, DJ-1 and alpha synuclein were determined by a Luminex assay from R&D 

Systems, lnc .. A~1-40, A~1-42, pTau T181 and total tau levels were measured also with luminex 

assay from EMD Millipore Corp., (Burlington, MA, USA) according ta the manufacturer's 

instructions. Fifty microliters of each diluted sample were added ta pre-coated beads with 

antibodies of interest. After the addition of biotinylated detection antibodies and phycoerythrin 

(PE)-conjugated streptavidin, beads were read using the Luminex 100/200 and data were 

analyzed using Xponent 4.2 software (Massachusetts, MO, USA) Concentrations of ail markers 

in/on EVs and cells were normalized with the total protein amount. Assay sensitivities (minimum 
-- -- - -- -- - --- -

detectable concentrations in pg/ml) for all markers are presented in Table S1. 
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4.7. CML Determination 

To measure CML levels in nEVs and SK-N-SH cells, sandwich ELISA provided by Cusabio 

Biothech Co., Ltd. was used according Io the manufacturer's instructions. CML values in nEVs 

and cells were normalized with the total protein amount. Assay sensitivity (minimum detectable 

concentrations in pg/mL) was 15.6 pg/mL (Table S1). 

4.8. Statistical Analysis 

Data were expressed as mean ± S.E.M using the SPSS or GraphPad Prism program. A p value 

less than 0.05 was considered statistically significant. For the clinical study, statislical analyses 

were performed using one-way ANOVA analysis followed by LSD test to test differences between 

groups. Receiver-operating characteristic (ROC) curves and the area under the ROC curve (AUC) 

were used Io determine the ability of MG and GO serum levels Io differentiate between the 

diseased and control populations. For the data obtained by nEVs and cell analyses, one-way 

ANOVA analysis followed by Dunnett's test was used for the comparison between control and 

treated conditions. 

5. Conclusion 

The present study demonstrated that the serum levels of MG and GO increase in MCI patients 

and can be used as a peripheral markerfor the diagnosis ofthis early stage of AD. Thus, cognitive 

decline associated with AD might be linked to an increase in MG levels due to the impairment of 

the dicarbonyls detoxification or production. 

At the neuronal level, MG and GO affect neurotrophic, neuroprotective factors (BDNF, PRGN, 

NSE, APP and MMP-9) and modulator of inflammatory factors (ANGPTL-4 and LCN2) levels in 

neurons and nEVs. Our data suggest that targeting MG and GO may be a promising therapeutic 

stralegy to prevent AD. From a clinical point of view, the reduction of MG and GO accumulation 

due to hyperglycemic conditions or impaired glucose metabolism, and the enhancement of 

dicarbonyls scavenging system may provide new therapeutic targe! opportunities Io reduce the 

pathophysiological modifications related to carbonyl stress in AD. 
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Abbrevlations 

AD: Alzheimer's disease 

Ai3: Amyloid beta peptide 

AGEs: Advanced glycation end products 

ALDH: Aldehyde dehydrogenase 

ANGPTL-4: Angiopoietin Like 4 

APP: Amyloid precursor protein 

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor 

CEL: N-( carboxyethyl)-L-lysine 

CML: N-( 1-carboxymethyl)-L-lysine 

CSF: Cerebrospinal fluid 

ES: Early stage of Alzheimer's disease 

EVs: Extracellular vesicles 

GO: Glyoxal 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GSH: Reduced glutathione 

GLO: Glyoxalase 

GOLD: Glyoxal-lysine dimer 

HPLC: High-performance liquid chromatographie 

lev: lntracerebroventricular 

LGN2: Lipocalin-2 

LS: Late stage of Alzheimer's disease 
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LSD: Least significant difference 

2-MQ: 2-methylquinoxaline 

5-MQ: 5-methylquinoxaline 

MCI: Mild cognitive impairment 

MMP-9: Matrix metallopeptidase 9 

MG: Methylglyoxal 

MMSE: Mini-Mental State Examination 

MoCA: Montreal Cognitive Assessment 

MOLD: Methylglyoxal-lysine dimer 

MS: Moderate stage of Alzheimer's disease 

NFTs: Neurofibrillary !angles 

NSE: Neuron specific enolase 

nEVs: Neuronal derived-extracellular vesicles 

0-PD: 0-Phenylenediamine 

PRGN:Progranulin 

PTX2: Pentraxin 2 

RAGE: Receptor for advanced glycation end products 

ROC: Receiver-operating characteristic curves 

SSAO: Semicarbazidesensitive amine oxidase 

TEM: Transmission electron microscopy 

TSG101: Tumor susceptibility gene 101 
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Figure S1. 8100 Band RAGE levels in EVs and SK-N-SH contrais cells and exposed to MG and 

GO. The level of each marker is normalized using total protein concentration. The graphed 

showed S 100B (A and B) and RAGE levels (C and D) in SK-N-SH cells and EVs. Values are 

mean ± S.E.M (from three separate experiments) and data groups were compared with one-way 

ANOVA followed by the Dunnett's post hoc test. 
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Figure S2. Aj31-40, Aj31-42 and alpha synuclein levels in EVs and SK-N-SH controls cells and 

exposed to MG and GO. The level of each marker is normalized using total protein concentration. 

The graphed showed Aj31-40 (A and B), Aj31-42 (C and D) and alpha synuclein levels (E and F) 

in SK-N-SH cells and EVs. Values are mean ± S.E.M (from three separate experiments) and data 

groups were compared with one-way ANOVA followed by the Dunnett's post hoc test. 
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Figure 53. Phosphorylated tau T181 and total tau levels in EVs and SK-N-SH contrais cells and 

exposed to MG and GO. The level of each marker is normalized using total prote in concentration. 

The graphed showed ptau T181 (A and B), total tau levels (C and D) and ratio of ptau and total 

tau (E and F) in SK-N-SH cells and EVs. Values are mean ± S.E.M (from three separate 

experiments) and data groups were compared with one-way ANOVA followed by the Dunnett's 

post hoc test. 
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Table S1. Assay sensitivities for all markers (minimum detectable concentrations) in pg/ml. 

Markers Assay sensitivity 
(minimum detectable concentrations 

in pg/ml) 

BDNF 0.32 

PRGN 195 

NSE 140 

APP 349 

MMP9 13.6 

ANGPTL-4 86 

LCN2 29.2 

PTX2 1.66 

81008 4.34 

RAGE 7.2 

DJ-1 49.1 

Alpha synuclein 5.16 

A~1.40 6.2 

A~1.42 1.3 

pîau T181 0.7 

Total tau 8.9 

CML 15,6 
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Levels of receptor for advanced glycation end products and glyoxalase-1 in the 

total circulating extracellular vesicles predict the progression of Alzheimer's 

disease 
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5.1 Résumé et objectifs de l'article 3 

Plusieurs études confirment que le récepteur des produits de glycation avancés (RAGE), la 

protéine gliale (GFAP) et l'enzyme glyoxalase 1 (GL0-1) sont impliqués dans la physiopathologie 

de la maladie d'Alzheimer (MA). Les vésicules extracellulaires (EVs) de la périphérie sont 

considérées comme un outil d'identification des biomarqueurs de diagnostic de la MA. Les 

niveaux vésiculaires de RAGE, GFAP et GL0-1 chez des patients MCI (mild cognitive 

impairment) et atteints de la MA ainsi que leur association avec les fonctions cognitives n'ont pas 

été étudiés. De plus, la possibilité que les neurones libèrent l'enzyme GL0-1 à travers les EVs 

démeure inconnue. Dans cette étude, nous avons mesuré les niveaux vésiculaires de RAGE par 

Luminex. De plus, les taux sériques et vésiculaires de GFAP et de GL0-1 ont été déterminés par 

Western blot et leur association avec les scores cognitifs a été analysée. Enfin, nous avons étudié 

la possibilité que les cellules neuronales transfèrent le GL0-1 à travers les EV. Nos données ont 

montré une augmentation des niveaux vésiculaires de RAGE chez les patients du stade sévère 

de la MA par rapport à des patients MCI et atteint de la maladie au stade précoce et modéré. Les 

niveaux vésiculaires de GL0-1 ont été significativement inférieurs chez des patients au stade 

léger de la MA par rapport aux sujets témoins et aux patients MCI. Cependant, les niveaux de 

GL0-1 dans le sérum et les niveaux vésiculaires et sériques de GFAP n'ont pas montré de 

différences entre les groupes. Fait intéressant, les niveaux vésiculaires de RAGE, GL0-1 et 
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GFAP ont été corrélés avec les scores cognitifs indépendamment de l'âge. Pour la première fois, 

nous avons démontré la présence de GL0-1 dans les EVs libérés par les cellules neuronales. 

Les niveaux d'EVs périphériques de GL0-1 et de RAGE pourraient donc être utilisés comme 

signature clinique pour la progression de la MA. 

5.2 Contribution de l'étudiant à l'article 3 

L'article est soumis dans le journal IJMS (International Journal of Molecular Sciences). La majorité 

du travail et des expériences décrites dans cette publication ont été réalisées par moi-même 

(dosage des protéines totales du sérum et des EVs, dosage vésiculaire de récepteur RAGE par 

luminex, dosage de GL0-1 et GFAP par Western blot, isolation et caractérisation des EVs et 

culture cellulaires). Le dosage des niveaux vésiculaires de RAGE a été réalisé par Luminex avec 

l'aide de Morgane Perrotte et Mohamed Raâfet Ben Khedher (deux doctorants dans notre 

laboratoire). Le dosage des niveaux sériques et vésiculaires de GL0-1 et de GFAP a été réalisé 

avec l'aide d'Élise Madec pendant son stage dans notre laboratoire. Le recrutement des patients, 

la collecte et la préparation des échantillons sanguins ont été réalisés grâce aux efforts d'Aurélie 

Le Page et son superviseur le professeur Tamas Fulop. J'ai également analysé les résultats et 

écrit les différentes parties de l'article. Ce dernier a ensuite été révisé et corrigé par le professeur 

Charles Ramassamy. 

5.3 Article 3 

Levels of receptor for advanced glycation end products and glyoxalase-1 in the total 

circulating extracellular vesicles predict the progression of Alzheimer's disease 

Abstract 

Growing evidence support that receptor for advanced glycation end products (RAGE), glial 

fibrillary acidic protein (GFAP) and glyoxalase 1 (GL0-1) are implicated in the pathophysiology of 

Alzheimer's disease (AD). Extracellular vesicles (EVs) are nanovesicles secreted by almost all 

cell types, contribute in cell-to-cell communication and are implicated in the pathology of AD. 

Recently, EVs are considered as promising tools to identify reliable biomarkers in AD. The aim of 

our study was to determine the levels of RAGE, GFAP and GL0-1 in circulating EVs from MCI 

(mild cognitive impairment) and AD patients and to analyse their correlation with the clinical 

MMSE:and MoCAscores. E:Vs RAGE levels were measured byt:uminex assay while EVs and 

serum levels of GFAP and GL0-1 by Western blot. Finally, we have studied the possibility that 

neuronal cells could release and transfer GL0-1 through EVs. Our data showed higher levels of 
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EVs RAGE in late stage of AD patients while EVs GL0-1 levels were significantly decreased in 

early AD as compared to control subjects and MCI. GL0-1 in serum and GFAP levels in both 

serum and EVs were not different between different groups. lnterestingly, EVs RAGE, GL0-1 and 

GFAP levels were correlated with the clinical cognitive scores independently of age. For the first 

time, we demonstrate that GL0-1 was present in EVs released from neuronal cells. Thus, our 

results suggest that peripheral EVs levels of GL0-1 and RAGE can be used as a clinical signature 

for AD progression. 

Keywords: Alzheimer's disease, Mild cognitive impairment, Extracellular vesicles. Receptor for 

advanced glycation end products (RAGE), Glyoxalase 1, 

1. Introduction 

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia and ils prevalence continue to 

increase worldwide in the absence of prevention strategies and effective treatments [1]. AD is 

pathologically characterized by the accumulation of the amyloid beta (A~) plaques and 

hyperphosphorylation of tau proteins !ha! forms neurofibrillary !angles (NFTs) [2]. Clinically, AD 

is defined by a progressive decline in cpgnilive function and memory loss as well as behavior 

changes [3]. To date, AD diagnosis is based on the patient history, the clinical scores on cognitive 

assays which could be completed with the phosphorylated tau and A~1-42 ratio in the 

cerebrospinal fluid (CSF) combined with the morphology and functional brain imaging [4]. 

However, the relative invasiveness of the CSF sample collection and the high costs of A~ and tau 

brain-imaging limit their usefulness for routine clinical testing and for follow-up assessments. 

Therefore, there is a growing need to identify peripheral biomarkers which are able to predict AD 

progression [5]. 

Accumulating evidence support the implication of receptor for advanced glycation end products 

(RAGE), glial fibrillary acidic protein (GFAP) and glyoxalase 1 (GL0-1) in the pathophysiology of 

AD. RAGE can bind a variety of ligands such as advanced glycation end products (AGEs), A~, 

high mobility group box-1 protein (HMGB1) and several 8100 family proteins [6]. ln CNS, the 

binding of AGEs as well as A~ to RAGE induce pathophysiological and cellular responses 

including oxidative stress, release of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6 via the 

NF-KB activation, BACE1 overexpression, A~ generation and senile plaques formation, tau 

hyperphosphorylation and glial cells activation [7-11]. RAGE also plays a key role as cargo 

transporter by facilitating theinflux of circulating blood-A~ acrossthe blood brain barrier (BBB) 

[12, 13]. ln contras! to RAGE, ils soluble form (sRAGE), that is generated by a proteolytic cleavage 

of RAGE located at the membrane surface or by alternative splicing, can interact with circulating 
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ligands and prevent their neurotoxicity [14]. ln AD and MCI patients, there is a decrease of 

circulating RAGE levels [15-17]. ln AD brain, the expression of RAGE was found to be higher in 

neuronal and glial cells in hippocampus and cortex as compared to control brains [18]. ln glial 

cells, RAGE can activate the transcription factor NF-KB and the expression of TNF-a and GFAP 

[19]. 

GFAP is defined as the major component of the intermediate filament family proteins which are 

expressed in most of mature astrocytes. lntermediate filaments are dynamic structures that are 

involved in a range of cellular processes during homeostasis and stress [20]. lndeed, in response 

to damages inflicted on the CNS, astrocytes can undergo an activation step named astrogliosis 

that is characterized by an increase in the GFAP expression, morphological alterations and 

functional changes [21,22]. ln AD brain, GFAP expression is highly associated with early Af3 

plaques and NFTs formation suggesting that astroglial reactions may be an early marker of AD 

neurodegenerative processes and a potential predictor of the disease progression [23,24]. A 

strong upregulation of GFAP in both hippocampus and CSF was described in AD brain [25,26]. 

GL0-1, a cytosolic protein, is the unique scavenging enzyme of methylglyoxal (MG} and glyoxal 

(GO) which are the most important precursors of AGEs. GL0-1 catalyzes the conversion of MG 

to S-D-lactoylglutathione with reduced glutathione (GSH) as a cofactor [27]. MG and GO induced 

cellular damages by increasing the intracellular reactive oxygen species production, tau 

hyperphosphorylation, mitochondrial dysfunction, Af3 release and could therefore contribute to the 

pathogenesis of neurodegenerative diseases [28]. ln peripheral, we have recently demonstrated 

that the serum levels of MG and GO were increased in MCI patients [29]. ln AD brain, GL0-1 

expression is upregulated in the early stages of AD but is gradually downregulated in the middle 

and late stages of AD [30]. 

Extracellular vesicles (EVs), a set of various membrane-bound particles such as exosomes and 

microvesicles, are secreted by all cells and contains a variety of membrane and intracellular 

proteins as well as lipids and nucleic acids [31]. EVs are implicated in cell-to -cell communication 

by transferring many biological materials from donor cells and participate in physiological and 

pathogeiiic- processês in recipient cells [32;33]. ln the brain, E:Vs are key players of the 

intercellular communication between neurons, astrocytes, oligodendrocytes and microglia 

[34,35]. Many studies have demonstrated the implication of EVs in AD pathogenesis by their 

capacity to deliver and propagate misfolded proteins related to AD such as Af3 and 

hyperphosphorylated tau [36-38]. Moreover, EVs have attracted attention as a potential reservoir 

of biomarkers for neurodegenerative diseases due to their ability to cross the blood-brain barrier 
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(BBB) in bath directions [39-41 ]. Sorne recent studies have indicated that neuronal-derived 

exosomes can be isolated from the blood, using a surface located protein, L 1-cell adhesion 

molecule (L 1CAM) [42-45]. However, this strategy could be non-specific for the detection of 

neuronal exosomes, since L 1CAM are expressed in other cell types such as kidney [46,47]. The 

objectives of this study were Io demonstrate that the total circulating EVs could also offer an 

interesting tool to identify potential AD markers. The aim of this study was Io compare the 

circulating levels of RAGE, GFAP and GL0-1 in EVs and serum between contrais, MCI and AD 

patients and Io evaluate their association with MMSE and MoCA cognitive tests. Furthermore, we 

have explored the possibility of the release of GL0-1 by neuronal cells in culture through EVs. 

2. Results 

2.1. Controls subjects, MCI and AD patients' characteristics 

Gender, age and scores of cognitive tests (MMSE and MoCA) of participants are presented in the 

table 1. Significant differences were observed on the mean age between contrai subjects, MCI 

and AD patients. MMSE scores were significantly lower in AD groups as compared to contrai 

subjects. However, the mean and standard error of MoCA scores were significantly lower in MCI 

patients and AD groups as compared to contrai subjects. LS (AD) patients were notable to answer 

or complete the questions of MMSE and MoCA tests. 

Table 1. Clinical characteristics of the study population. 

AD patients 

ES (AD) MS(AD) LS (AD) 
Parameters Controls subjects MCI patients 

(n=lO) (n=lO) 

(n=lO) (n= 10) (n=lO) 

Female gender 8 9 10 7 8 

Age (years) 69.6 ± 1.6 76.8 ± 0.6*** 76.3 ± 1.4*** 79.4 ± 1.1 *** 82.4 ± 1.5*** 

MMSE scores (/30) 29.4 ± 0.3 27.4 ± 0.5 24.7 ± 0.7*** 19.4 ± 1.3*** ND 

MoCA scores (/30) 27.8 ± 0.6 22.6 ± 1.3** 19.3 ± 1.5*** 13.2 ± 1.2*** ND 

Statistical analysis was performed using the one-way ANOVA followed by LSD test with * P < 
0.05, *' P < 0.01, *** P < 0.001 versus control subjects. Values are mean ±standard error of the 
mean (SEM). Abbreviations: AD: Alzheimer disease; ES: early stage of Alzheimer disease; MS: 
Moderate-stage of Alzheimer disease; LS: late-stage of Alzheimer disease; MMSE. Mini-Mental 
State Examination; MoCA. Montreal Cognitive Assessment; ND: not detected. 
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2.2. RAGE levels in peripheral EVs 

Circulating EVs from control subjects, MCI and AD patients were isolated and characterized as 

previously described [48,49]. Our results showed that peripheral EVs contained RAGE and its 

levels were not different between controls, MCI and AD groups except for the late stage of AD 

which expressed higher levels as compared to other groups (Fig 1 ). 
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Figure 1. EVs RAGE levels in control subjects, MCI and different groups of AD patients. Bach 
point represents the value for one patient or control subject. Difference between groups were 
analyzed with the one-way ANOVA followed by LSD test Values are mean ±SEM with' P < 
0.05 and**' P < 0.001 versus LS AD patients. Abbreviations: AD: Alzheimer disease; ES: early 
stage of Alzheimer disease; MS: Moderate-stage of Alzheimer disease; LS: late-stage of 
Alzheimer disease; EVs: Extracellular vesicles. 

2.3. GFAP and GL0-1 levels in serum and EVs 

GFAP and GL0-1 were detected in both serum and circulating EVs. Molecular weight of detected 
--- ------ --- - -- - -- --

GFAP in serum and EVs is 50 KDa, the same as in the brain. We found no significant difference 

in the serum or EVs GFAP levels between different groups of subjects (Fig 2A-D). lnterestingly, 

the comparison between GFAP levels in serum and EVs showed around 10-fold higher levels in 

EVs than in serum (Fig 2E). Without stratification of different AD groups, the levels of GFAP was 

no! different between control and AD group (Fig 28 and D). 

117 



Dimeric form of GL0-1 (46 KDa) was detected in serum and EVs of all groups (Fig 3A-C). GL0-

1 levels in serum were not different among five groups (Fig 3B). lnterestingly EVs GL0-1 levels 

were significantly decreased in AD group and specifically in early AD group as compared to 

control subjects and MCI patients (Fig 3D). To note, EVs GL0-1 levels were four-fold higher in 

EVs !han in serum suggesting that, in EVs, GL0-1 are protected from degradation (Fig 3E). 
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Figure 2. Evaluation of serum and EVs GFAP levels from control, MCI and different AD groups 
by Western blot. (A, C): Representative Western blot ofGFAP detection in serum (A) and in EVs 
(C). Coomassie blue stained total proteins was used as the loading control of serum and EVs 
samples. (B, D): Quantitative results ofnormalized GFAP in serum (B) and in EVs (D) to their 
respective loading total proteins. Each point represents the value obtained from one patient or 
controlsubject;The-difference-betweengroupswas analyzed with one-way ANOVA followedby 
the LSD post hoc test. (E): Comparison between serum and EVs GFAP levels in different study 
groups. The difference in each group was analyzed with Student-t test. Values are mean ± S.E.M 

'h.. 1 ••• 0 w1t p < 0.0 , p < .001. 
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Figure 3. Evaluation of serum and EVs GL0-1 levels from control, MCI and different AD groups 
by Western blot. (A, C): Representative Western blot ofGL0-1 detection in serum (A) and in EVs 
(C). Coomassie blue stained total proteins was used as the loading control of serum and EVs 
samples. (B, D): Quantitative results of the normalized ofGL0-1 in serum (B) and in EVs (D) to 
their respective loading total proteins. Bach point represents the value obtained from one patient 
or control subject. The difference between groups was analyzed with one-way ANOVA followed 
by the LSD post hoc test. Values are mean ± S.E.M with ** p < 0.01, "* p < 0.001 versus contra! 
subjects. # p < 0.05, versus MCI patients. (E): Comparison between serum and EVs GFAP levels 
in different study groups. The difference in each group was analyzed with Student-t test. Values 
are mean ± S.E.M with '*' p < 0.001. 

2.4. RAGE and GL0-1 levels in EVs differentiate stage of AD 

Th_e abiUJy oLthe_ RAGE and Gl,9-1 E:Ys le'lels to distingui!;h different AD stages from MCI 

patients and control subjects was assessed using the ROC analysis. We found that RAGE levels 

in EVs provide a fair classification of the LS AD patients from ES and MS AD patients with an 

area under the curve (AUC) of 0.79 (95% Cl: 0.58-0.99, p = 0.02) and 0.83 (95% Cl: 0.63-1.02, 

p = 0.01 ), respectively (Fig 4A, B). 
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To distinguish ES AD patients from control subjects and MCI patients, ROC curves for GL0-1 

levels ln EVs show hlgh classification accuracy with AUC of 0.82 (95% Cl: 0.62-1.01, p = 0.015) 

and 0.85(95% Cl: 0.67-1.02, p = 0.008), respectively (Fig 4C, D). 
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Figure 4. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. The plots represent the 
performance of RAGE levels in EVs to differentiate LS AD patients to ES and MS AD patients 
(A, B) and the performance of GL0-1 levels in EVs to differentiate ES AD patients to MCI and 
control subjects (C, D). Area under the curve (AUC) values, 95% confidence intervals (CI 95%), 
standard error (Std. Error) and p values are indicated on the curve. 

2.5. Correlation between RAGE, GAFAP and GL0-1 levels and cognitive scores 

P~arson correlation was us~~ toi:inaly_ze the correlation between RAGE, GFAP, GL0-1 levels 

and the cognitive scores (MMSE and MoCA). We found a correlation between the RAGE levels 

in EVs and the MMSE but not with the MoCA scores (Fig 5A, B) while the GL0-1 levels in EVs 

were correlated with the MoCA and no! with MMSE scores (Fig 5C, D). However, no correlation 

was found between the serum GL0-1 levels and both the MMSE and MoCA scores (Fig 5E, F). 

GFAP levels in serum and EVs were correlated with the MoCA scores (Fig 5G, J). Levais of 

RAGE, GFAP and GL0-1 were not age-dependent (Fig 81 ). 
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We found a positive correlation between GL0-1 and GFAP levels in EVs and serum (Fig BA, B), 

between EVs RAGE and serum GFAP levels (Fig 6C), a negative correlation between EVs GL0-

1 and serum levels was shown (Fig BD). However, there was no correlation between EVs RAGE 

and GL0-1 in EVs or serum, or between RAGE and GFAP levels in EVs. ln addition, levels of 

GFAP in serum and in EVs were not correlated (Fig 82). 
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Figure 5. Correlation between RAGE, GFAP and GLO-l levels and the cognitive scores (MMSE 
and MoCA) analyzed by the Pearson correlation; 
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Figure 6. Statistical correlation between the RAGE, GFAP and GL0-1 levels: analyzed by the 
Pearson correlation. 

2.6. Detection of GL0-1 in neuronal EVs 

The release of GL0-1. in EVs by neuronal cells remains Io be demonstrated. For this, we have 

isolated EVs from the neuronal SK-N-SH cell line and analyzed the presence of GL0-1. We have 

identified Iwo forms of GL0-1, the monomeric 21 kD and the dimeric forms 46 kD. To note, bolh 

forms were present in neuronal and in neuronal derived-EVs but not in peripheral EVs from 

patients which have only the dimeric form (Fig 7A). Also, the levels of both forms of GL0-1 in 

neuronal-derived EVs represent only a small fraction of the total neuronal GL0-1 (Fig 7B, C). 
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Figure 7. Identification of the presence ofGL0-1 in neuronal EVs. (A): Representative Western 
blot of GL0-1 in EVs from AD patients, in neuronal EVs and in SK-N-SH cells. Coomassie blue 
stained total proteins was used as the loading control. (B, C) Comparison between cells and EV s 
GL0-1 monomeric (B) and dimeric form (C) levels. The difference in each group was analyzed 
with the Student t-test. Values are mean ± S.E.M with * p < 0.05. 

3. Discussion 

Multiple studies suggest that AD is a systemic disorder with an active crosstalk between brain 

and periphery where multiple pathways altered in the brain cells are also affected in peripheral 

cells and in plasma [50]. ln addition, some abnormal systemic changes might not only develop 

secondary to brain dysfunction but might also have a crucial role in the development and 

progression of AD.The aim of this-study was to assess towhat extent RAGE, GL0°1 and GFAP 

levels in peripheral EVs can be associated wilh cognitive decline, in MCI and in AD from the early 

Io the late stage of AD. We demonslrated !ha! the EVs GL0-1 levels were significanlly decreased 

in AD and particularly in the early stage of the disease as compared Io control and MCI while the 

levels of EVs RAGE increased in the late AD stage. However, GL0-1 levels in serum and GFAP 

levels in both serum and EVs were not different in controls, MCI and AD groups. lnlerestingly, 
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EVs RAGE and GL0-1 were correlated with clinical cognitive scores independently of age. 

Moreover, ROC analysis demonstrated that EVs GL0-1 levels can differentiate ES AD patients 

from MCI patients and contrai subjects while EVs RAGE have a higher probability to differentiate 

LS AD patients from other AD groups. For the first lime, we identified that GL0-1 was released 

from neuronal cells-derived EVs. 

There is an abundant literature suggesting that RAGE plays a pivotai role in the development of 

AD [51]. ln the brain, RAGE contributes to the pathological features of AD by slimulating A13 

production [52], activates intracellular signaling pathways that are associated with oxidative stress 

and the release of inflammatory factors which are involved in the progression of AD [53]. ln the 

circulation, RAGE regulates the influx of circulating A13 across the blood-brain barrier [12] . The 

scrambled form of RAGE, sRAGE interacts and promotes Al3 elimination in liver and other organs 

or blocks the influx of Al31-42 into the brain [54]. Sorne studies described a decrease of the 

sRAGE in plasma/serum from MCI and AD patients [15-17] and were associated wilh cognitive 

function and impairment [55]. To date, the presence and implication of RAGE in circulating EVs 

was poorly investigated. Only one study had detected the presence of RAGE on neuronal-derived 

exosomes in the circulation with some limitations [56]. They had estimated that the levels of RAGE 

in plasma exosomes may represent approximately 13% of that found in the plasma fraction [56]. 

RAGE is a cell-surface receptor expressed in different peripheral cell types [57] and it is regulated 

in response to metabolic changes for instances during aging, diabetes and hyperlipidemia [58]. 

As circulating EVs represent a mixture of vesicles released from different cell-type from peripheral 

[59], thus the circulating EVs RAGE represents an indicator of a systemic metabolism. With the 

presence of GFAP and neuronal markers, we showed that a fraction of the circulating EVs origins 

from the brain. Thus, EVs RAGE could represent detoxifying mechanism to eliminate AGEs and 

other ligands from the brain during the progression of AD. As EVs were suggested to be able Io 

cross the BBB in both directions EVs RAGE could be an important player in the propagation of 

peripheral A13 and inflammatory molecules to the brain through the BBB because RAGE also has 

the capacity to bind many pro-inflammatory ligands. Further studies are required to better 

understand the biological significance of the expression of RAGEs on EVs as a detoxifying 

mechanism or the propagation pathological ligands. Our findings showed that peripheral EVs 

RAGE could be considered as laie marker in the progression of AD. 

Many evidence suggested that impaired GL0-1 activity is implicated in the pathogenesis of 

neurodegenerative disorders like AD [60]. For instance, in the overexpressing human tau P301 L 

mice which display hyperphosphorylation of tau protein and memory deficits, GL0-1 is strongly 
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expressed in many brain areas, including cortex, hippocampus and amygdala and GL0-1 is the 

unique up-regulated gene in the whole brain [61]. These results suggest that GL0-1 is up­

regulated in response to tau aggregation. ln addition, the restoration of GL0-1 activity restored 

cognitive capacity in a mouse model of AD [62]. ln AD brain, the decrease of GL0-1 levels 

correlates with the increase of the AGEs deposition and with the disease progression [30,63]. As 

GL0-1 represents the limiting enzyme in the detoxification of MG, the decrease of GL0-1 activity 

contributes to the MG accumulation, to cellular oxidative stress raising and AG Es formation. GL0-

1 is upregulated in the early stage of AD but is downregulated in the other stages of AD [30]. ln 

peripheral, plasma level of GL0-11 was found to be increased in MCI and AD patients [64], but the 

levels of GL0-1 remain to be determined. Our results revealed that the serum GL0-1 levels were 

not different in MCI and AD. lnterestingly, we have evidenced the presence of GL0-1 in peripheral 

EVs which were decreased in the early stage of AD and correlated with the MoCA scores. The 

peripheral EVs contains only the dimeric form while the EVs-derived human neuronal cell-line SK­

N-SH contain both the dimeric and monomeric forms of GL0-1. These data are in line with our 

previous study demonstrating that human neuronal-derived EVs contain DJ-1 which is considered 

as a human homolog of a novel type of glyoxalase, that converts MG to lactic acid in the absence 

of GSH [29]. Finally, considering the role of GL0-1 in the glycemic contrai, in vascular function, 

in obesity, in cardiometabolic diseases or in insulin resistance [65-67], our results strengthen the 

notion of the loss of systemic homeostasis in early stage of AD which is a particularly aggressive 

form with rates of progression typically exceeding those in late AD [68]. 

Over the pas! Iwo decades, there is accumulating data demonstrating that astrocytic activities 

have important implications in AD pathology. The increase of GFAP associated to reactive 

astrocytes and neuroinflammation was described in the vicinity of A~ plaques and NFTs formation 

in the early stages of the AD [69,70]. ln CSF, GFAP was also elevated in AD patients compared 

to controls [71-73] and in patients with other disorders such as Creutzfeldt-Jakob disease [74], 

stroke [75] and traumatic brain injury [76,77]. ln plasma, the levels of the astrocytic marker GFAP 

was poorly analyzed. Recently, using ELISA assays, GFAP levels were found to be elevated in 

plasma from early and to a lesser extent in late onset AD and were associated with degree of 

white malter injury and with the MMSE scores [78,79]. ln contras! to these studies, our data 

obtained by Western Blotting showed that in serum and in EVs, GFAP levels do not differentiate 

MCI and AD Io contrai subjects. ln peripheral, GFAP is also secreted by the glucagon secreting 

cells of pancreas. These cells are known to play a critical role in diabetes [80]. As diabetes 

patients were not included in our participants, the elevation of plasma GFAP observed in recent 

studies could be caused by diabetes. 
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Overall, our findings support the notion that the total circulating EVs could be considered as 

emerging tools to complement the clinical scores in AD. The identification of the cargo signature 

with a define cargo-molecular fingerprint for each stage of the disease will allow the improvement 

of the predictive diagnostic power of circulating EVs. To date, . the development of early 

therapeutic intervention for AD is hampered by the lack of early, validated and easily accessible 

pattern of blood-based biomarkers. The development of specific EVs molecular profiles will also 

open promising perspectives in cure improvement. 

4. Materials and Methods 

4.1. Study population 

Venous blood samples were collected from control subjects, MCI and different stage of AD 

patients (early stage, moderate stage and laie stage). Blood samples were collected after 

overnight fasting and centrifuged to collect serum fraction which were stored al -80 'C until 

analysis. Patients recruitment was performed by the Memory Clinic of Sherbrooke and a written 

informed consent was provided prior Io blood and data collection. The study protocol was 

approved by the Ethics Committee of the University of Sherbrooke (protocol #2010-21/Fülëp). For 

all participants, the global cognitive function was assessed by the he Mini Mental State 

Examination (MMSE) and the Montreal Cognitive Assessment (MoCA) [81,82]. Control subjects 

were defined according to the SENIEUR protocol [83]. Cognitive test scores and Pertersen criteria 

were performed for MCI selection [84]. The criteria of the National lnstitute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related Disorders 

Association (NINCDS_ADRDA) and the fourth edition of the Diagnostic and Statistical Manual of 

Mental Disorders (DSM-IV) were used for AD patient selection [85]. The inclusion and exclusion 

criteria used in the study were indicated in table S 1. 

4.2. Isolation and characterization of EVs from serum samples and neuronal SK-N-SH 

culture media 

EVs from serum and SK-N-SH culture media were isolated by precipitation method using the Total 

Exoso_me lsJilation_ reagent{lnviimgen™ by Life Technologies lnc., Carlsbad, CA, USA) and 

characterized by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis and Western 

blot analysis as previously described [29,48,49]. 

4.3. Determination of RAGE, GFAP and GL0-1 levels 

The levais of serum EVs RAGE was measured using a Luminex assay (R&D Systems, lnc., USA) 

according to the manufacturer's instructions. Diluted samples from all participants were added to 
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pre-coated beads with specific human RAGE antibodies. After the addition of biotinylated 

detection anlibodies and phycoerythrin (PE)-conjugated streptavidin, beads were read using the 

Luminex 100/200 and data were analyzed using Xponent 4.2 software. Concentrations of RAGE 

in EVs were normalized with the total protein amount in EVs. 

The levels of GFAP and GL0-1 were evaluated by Western blot. Briefly, 20 µg of serum or EVs 

protein were heated at 95 °C in the presence of loading buffer. The mixture was separated using 

10% SOS-PAGE. After proteins separation, gel was transferred to PVDF membranes and the 

membranes were blocked for 1 h at room temperature with TBS containing 5% BSA. Then, we 

incubated each membrane with correspondent primary antibody GFAP (1/5000) (EMD Millipore, 

MA, USA) GL0-1 (1/2000) (MyBiosourse lnc, San Diego, CA USA) in TBS with 5% BSA and 

incubated overnight at 4 °C. After 3 washes for 5 min, HRP-conjugated anti-rabbit antibodies 

(1/2000) (Cell Signaling Technologie) were incubated in TBS with 5% BSA. Finally, the membrane 

was washed 3 limes for 5 min and were visualized by chemiluminescence detection using ECL 

substrate (Biorad} and their level was analyzed with the luminescent imaging system FluorChem. 

Total proteins stained with Coomassie blue were used as a loading control. 

To evaluate the presence and the amount of GL0-1 in neuronal SK-N-SH cells and EVs, total 

proteins from SK-N-SH cells and EVs were extracted with RIPA buffer containing a cocktail of 

protease and phosphatase inhibitors and were measured using BCA assay. The same proteins 

amount (20 µg) were used western blot to determine GL0-1 as described above by Western blot. 

4.4. Statistical and correlation analysis 

SPSS or GraphPad Prism programs were performed for data analysis. Ali data were presented 

as mean ±SEM. p value less than 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses 

between groups of clinical study and cell analyses were performed using one-way ANOVA 

analysis followed by LSD post-hoc test and Student-t test. Correlation analyses were performed 

by the linear regression analysis using the Pearson coefficient of correlation. Receiver-operating 

characteristic (ROC) curves and the area under the ROC curve (AUC) were used to determine 

the ability of RAGE, GFAP and GL0-1 levels to differentiate between groups of patients. 

5. Conclusion 

ln conclusion, our study showed that serum EVs levels of RAGE and GL0-1 were different in MCI 

and AD patients and were associated with cognitive scores. These data suggest the use of these 

EVs cargos levels as a clinical signature for AD progression and especially for separation between 
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different AD-stages. Further studies are still needed to explain the mechanistic implication of 

RAGE and GL0-1 EVs in AD physiopathology. 
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AD: Alzheimer disease 

AGEs: Advanced glycation end products 

AUC: Area under the curve 

Aj3: Amyloid beta 

BACE1: Beta-site APP cleaving enzyme 1 

BBB: Blood-brain barrier 

CML: N-(1-carboxymethyl)-L-lysine 

CNS: Central nervous system 

CSF: Cerebrospinal fluid 

EVs: Extracellular vesicles 

GFAP: Glial fibrillary acidic protein 

GL0-1: Glyoxalase 1 

GSH: Reduced glutathione 

HMGB1: Highmobility groupbox-1 protein 

IL-6: lnterleukin-6 

L 1 CAM: L 1-cell adhesion molecule 

MCI: Mild cognitive impairment 

MMSE: Mini-Mental State Examination 
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MoCA: Montreal Cognitive Assessment 

NFTs: Neurofibrillary tangles 

NF-KB: Nuclear factor kappa-B 

RAGE: Receptor for advanced glycation end products 

ROC: Receiver operating characteristic 

sRAGE: Soluble form of receptor for advanced glycation end products 

TNF-a: Tumor necrosis factor-alpha 
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Figure 81. Statistical correlation between RAGE, GFAP, GL0-1 levels and age (years): analyzed 
by the Pearson correlation. 
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Figure 82. Statistical correlation between RAGE, GFAP and GL0-1 levels: analyzed by the 
Pearson correlation. 

Table Sl. Inclusion and exclusion criteria used in the study and characteristics of patients 

and controls 

Criteria Inclusion 
Age > 65 years old 
Without cognitive impairments 
Mild cognitive impairments 
(MCI) with MMSE 2: 26 
Alzheimer with 
Mild (MMSE 25-22) 
Moderate (MMSE 21-14) 
Severe (MMSE_< 14) 

Exclusion 
Smoker 
Alcohol-dependent or withdrawal 
Others neurodegenerative disease 

History of psychiatrie illness ( depression, 
schizophrenia, ... ) 
Epilepsy 
Stroke 
Inflammatory disease 
Immunosuppressive 
Anti-inflammatory therapy 
Diabetes 
Dyslipidemia treated or not 
Cholesterol > 6.5 
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6 CHAPITRE 5 : DISCUSSION GÉNÉRALE 

De nos jours, il est estimé que plus de 50 millions de personnes sont atteintes de maladies 

neurodégénératives. On estime que le nombre des sujets atteint arrivera à 152 millions en 2050, 

en l'absence de stratégies de prévention et de traitements efficaces (Association, 2019). La MA 

est une maladie neurodégénérative classée la plus fréquente dans le monde. La physiopathologie 

de cette maladie est complexe et mal connue. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la 

pathogenèse de la MA. Ces mécanismes, y compris la cascade d'Aj3, l'hyperphosphorylation de 

la protéine Tau, le stress oxydatif, l'inflammation, le dysfonctionnement synaptique et d'autres 

mécanismes ne semblent pas être la cause principale de cette maladie, puisqu' aucun d'entre 

eux ne s'est révélé être une cible pour un traitement efficace (Sharma et al., 2019b}. Il est donc 

admis que la pathogenèse de ce type de démence opère sur plusieurs années avant le début des 

premiers signes cliniques. Le diagnostic de la MA reste un événement tardif correspondant à un 

stade où le cerveau a déjà subi des dommages importants et irréversibles. Actuellement, le 

diagnostic possible ou probable est restreint en routine clinique, car l'analyse du LCR est une 

méthode invasive et peu sensible, les imageries cérébrales sont des techniques coûteuses et 

leur accès est limité. De plus, les biomarqueurs utilisés ne sont pas à 100% spécifiques de cette 

maladie. Les recherches sont donc dirigées vers l'identification des marqueurs biologiques du 

système périphérique permettant de faire le diagnostic le plus précoce possible. 

L'identification des biomarqueurs sanguins pour le diagnostic de la MA demeure un objectif 

majeur. La comparaison entre les marqueurs du LCR et du sang révèle une liste d'avantages 

pour l'utilisation du système sanguin dans tel diagnostic. La prise du sang est une méthode non 

invasive, courante et ne présente pas un risque pour la santé du patient. De plus, elle est 

facilement introduite dans l'environnement clinique (O'Bryant et al., 2017). Malgré ces avantages, 

l'identification d'un biomarqueur sanguin pour une maladie complexe dont le mécanisme est mal 

connu présente plusieurs défis. En premier lieu, le sang contient une variété de différentes 

molécules comme des protéines, des peptides, des lipides, des sucres, d'acides nucléiques, et 

des métabolites cellulaires. Ces molécules peuvent être-détectées dans le plasma_ et/ou sérum, 

dans les EVs et dans les cellules sanguines comme les érythrocytes, les cellules immunitaires et 

les plaquettes. Chacun de ces types cellulaires peut être une source potentielle de biomarqueurs 

(Lista et al., 2013). En deuxième lieu, chaque molécule du sang peut être une source pertinente 

de diagnostic soit par sa concentration, son activité et la présence des isoformes et des 

modifications post-traductionnelles (Thambisetty & Lovestone, 2010). De plus, le CNS est un 
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environnement protégé et n'est pas en contact direct avec la circulation sanguine. Certaines 

molécules du CNS peuvent être présentes à de très faibles concentrations dans le sang à 

condition qu'elles traversent la BHE (Henriksen et al., 2014). Cependant, il existe certaines 

preuves qui confirment que les altérations de la BHE durant le vieillissement et la progression de 

la MA permettent le passage des molécules qui sont incapables de la traverser dans les 

conditions normales (Montagne et al., 2015; Zipser et al., 2007). Enfin, d'autres facteurs peuvent 

réduire considérablement la présence de la molécule recherchée dans le sang. Une fois dans le 

sang, la molécule peut être dégradée directement par des protéases, captée et dégradée dans 

le foie ou par des cellules sanguines. De plus, cette molécule peut adhérer aux protéines 

plasmatiques ou même être secrétée dans les urines par les reins (Hampel et al., 2018). Cela 

semble être un problème pour le dosage de la protéine tau et ses formes hyperphosphorylées 

qui ont une demi-vie dans le sang très court de l'ordre de 1 O heures (Zetterberg, 2017). Pour ces 

raisons, il est important de bien choisir les biomarqueurs candidats pour le diagnostic de la MA. 

6.1 Les limites de biomarqueurs candidats de la MA 

Les marqueurs plasmatiques les plus étudiés pour le diagnostic de la MA sont reliés à la 

physiopathologie de la maladie telles l'AB. la protéine tau, la protéine axonale NF-L (neurofilament 

light) et l'activité enzymatique de B-sécrétase (O'Bryant et al., 2017; Zetterberg, 2019). 

Le dosage plasmatique de peptide AB1-42 et AB1-40 et leur rapport ont été réalisé en premier 

lieu par la technique immuno-enzymatique (ELISA) (Pannee et al., 2014 ). Les résultats observés 

montrent l'absence de différence statistiquement significative ou la présence d'une différence 

mineure entre les patients atteints de la MA et les groupes témoins (Mehta et al., 2000; Olsson 

et al., 2016). Ensuite, l'utilisation d'une méthode immunologique ultrasensible permet de détecter 

une diminution significative des taux plasmatiques d'AB1-42, AB1-40 et du rapport AB1-42/AB1-

40 chez des patients atteints de la MA par rapport à des personnes saines ou des patients MCI 

(Janelidze et al., 2016). De plus, l'utilisation d'une autre technique qui combine 

l'immunoprécipitation et la spectroscopie de masse montre une diminution des taux d'AB1-42 et 

AB1"'42/AB140-ch-erlespatients atteints de-1a MApar rapport aux personnesl>aines (Pannee 

et al., 2014). Dans les mêmes lignes que les études citées précédemment, l'utilisation de la 

méthodologie qui se basent sur la digestion protéolytique des peptides AB avant la spectrométrie 

de masse ont révélé que les taux plasmatiques de ce peptide sont réduits chez les sujets qui 

montrent une accumulation d'AB dans leurs cerveaux (Ovod et al., 2017). Cependant, d'autres 

travaux suggèrent que le dosage plasmatique d'AB ne semble pas être un marqueur discriminatif 
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de la MA, surtout que les concentrations plasmatiques de ce peptide peuvent être affectées par 

des maladies métaboliques, cardiovasculaires et cérébrovasculaires (Hilal et al., 2017; Lewczuk 

et al., 2010; Lopez et al., 2008; Roeben et al., 2016). De plus, les plaquettes et les érythrocytes 

sont capables de libérer ce peptide dans le sang ce qui pourrait remettre en question l'origine de 

la présence d'Af3 dans la circulation sanguine (Canobbio et al., 2015; Kiko et al., 2012). 

En plus de l'Af3, les taux plasmatiques de la protéine tau ont également été quantifiés en utilisant 

des techniques hautement sensibles. Les résultats observés montrent que les concentrations 

plasmatiques de cette protéine et de ses formes phosphorylées augmentent chez des patients 

atteints de la MA par rapport aux personnes saines (Mattsson et al., 2016; Tzen et al., 2014; 

Zetterberg et al., 2013). Cependant, les valeurs détectées chez les personnes contrôles 

chevauchent avec celles observées chez les malades, ce qui remet en question l'utilité de 

considérer le dosage de tau comme un biomarqueur de la MA. 

Une autre protéine a été une candidate pour le diagnostic de la MA, il s'agit de la protéine axonale 

NF-L. Une augmentation des taux plasmatiques de cette protéine a été observée chez les 

patients atteints de la forme sporadique et familiale de la MA et les personnes MCI (Mattsson et 

al., 2017; Sanchez-Valle et al., 2018; Weston et al., 2017). Cependant, l'augmentation de la 

concentration de la NF-L ne semble pas être spécifique à la MA puisqu'une augmentation 

similaire est observée dans plusieurs autres maladies neurodégénératives, y compris la démence 

frontotemporale, la paralysie supranucléaire progressive et le syndrome corticobasal (Hansson 

et al., 2017; Rohrer et al., 2016; Rojas et al., 2016). 

L'activité enzymatique de la (3-sécrétase a été dosée dans le plasma des patients atteints de la 

MA en utilisant la méthode immune-enzymatique ELISA. Les résultats montrent une 

augmentation de l'activité de cette enzyme chez des patients atteints de la MA et des personnes 

MCI par rapport aux contrôles (Shen et al., 2018; Wu et al., 2012). Cependant, le dosage 

plasmatique de l'activité de cette enzyme montre plusieurs limites. Ces études se sont limitées à 

des petites populations. De plus, il y a de chevauchement entre les valeurs obtenues dans le 

groupe de personn_es contrôles eue groupe de personnes malades. Aussi, l'augmentation de 

l'activité enzymatique chez les patients atteints de la MA n'est pas corrélée avec les scores 

cognitifs. 
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6.2 Les AGEs et leurs précurseurs comme marqueurs précoces de la MA ? 

L'intérêt actuel dans le domaine de la recherche des biomarqueurs de la MA est le diagnostic 

précoce de la maladie. La stratégie se base sur l'identification des personnes les plus à risque de 

développer la MA. Une personne avec un déficit cognitif léger (MCI) se classe dans la catégorie 

de pré-Alzheimer puisque ce groupe se caractérise par un risque accru de développer la MA. La 

découverte des marqueurs liés à ce stade présente un énorme potentiel visant à prévenir la 

progression du stade MCI vers le stade de la MA. 

La pentosidine et le CML sont les deux AGEs les plus accumulés dans les cerveaux des patients 

atteints de la MA. L'accumulation de ces deux AGEs dans la région de l'hippocampe est plus 

élevée dans les cerveaux des malades que dans les cerveaux des personnes témoins (Jono et 

al., 2002). En plus, ces AGEs s'accumulent dans les PS et les ENF (Kimura et al., 1998). 

Certaines études ont évalué les niveaux de la pentosidine et du CML dans le sérum et le LCR 

des patients MCI et atteints de la MA. Mais, ces études montrent plusieurs limitations. Meli et al 

ont montré une augmentation des taux sériques de la pentosidine chez les patients atteints de la 

MA par rapport aux sujets contrôles. Cependant, les taux de ce type des AGEs dans cette étude 

sont plus élevés chez les personnes diabétiques que les patients atteints de la MA (Meli et al., 

2002). Dans l'étude de Bar et al, les auteurs ont montré que les taux sériques du CML diminuent 

chez les patients atteints de la MA. Alors que les taux de cette molécule augmentent 

significativement dans le LCR de ces mêmes patients. Dans cette étude, la concentration de 

pentosidine dans le sérum et le LCR augmente uniquement chez les personnes atteintes de 

démence vasculaire par rapport aux personnes saines (Bar et al., 2003). Dans leur première 

étude, Monacelli et al, ont montré que les taux de pentosidine dans le CSF corrèlent avec l'âge 

chez des patients qui souffrent de différentes pathologies neurodégénératives. En plus, les taux 

de ce type d'AGEs diminuent chez un groupe de patients atteints de la MA qui est composé juste 

de quatres perssones par rapport aux autres types de démences. Cependant, les taux du CML 

ne montrent pas de différence entre les groupes, ni de corrélation avec l'âge (Monacelli et al., 

2Q_14). Q<'!ns une d~uiçième étude, féquipf:l deM<macelli_et al. a montré que les taux pla!:lmatiquei:; 

du pentosidine augmentent chez les personnes MCI converties en MA par rapport aux contrôles 

sains (Monacelli et al., 2015). Toutes ces études montrent des divergences dans les résultats 

observés et cela est peut-être dû aux techniques de dosage utilisés, aux nombres de patients 

limités et au regroupement des différents stades de la MA dans le même groupe. De plus, ces 

études ont dosé le CML et la pentosidine dans les protéines totales du sérum. Par contre, 

l'originalité de notre étude est d'avoir pris en compte les différents stades de la démence et de 
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les avoir comparés avec le stage précoce (MCI) et des contrôles sains. En plus, nous avons 

évalué les taux du pentosidine et du CML dans les protéines totales du sérum et dans la 

proportion des protéines sans la fraction d'albumine (S-Ab}. Nos résultats montrent que les taux 

sériques du CML dans la fraction (S-Ab} sont plus élevés chez les patients atteints de MA et 

particulièrement dans le stade léger de la maladie par rapport aux sujets contrôles. Au contraire, 

les niveaux sériques de pentosidine ne montrent pas des différences significatives entre les 

témoins et les patients atteints de la MA. 

La quantification de pentosidine et du CML dans les protéines totales du sérum peut ne pas être 

spécifique au diagnostic de la MA puisqu'une augmentation des taux sériques de ces deux AG Es 

a été observée dans plusieurs autres maladies comme le diabète de type 2, le syndrome 

métabolique et les maladies cardiovasculaires (Haddad et al., 2016; Kerkeni et al., 2013; Simm, 

2013). Aussi, l'albumine tant la protéine la plus abondante dans le sérum, elle peut être exposée 

à une glycoxydation accrue qui peut conduire à la formation de divers types d'AGEs et par 

conséquence masquer la détection d'une variation possible au niveau de la glycation des 

protéines minoritairement présentes dans le sang. La glycation d'albumine sérique est d'ailleurs 

considérée un biomarqueur permettent le suivi de l'équilibre glycémique des patients diabétiques 

(Anguizola et al., 2013). 

La présence de CML et de pentosidine en périphérie dépend de plusieurs facteurs y compris, les 

multiples voies de formation, l'état redox sanguin, la proportion de l'apport alimentaire, la 

libération par des cellules et la dégradation et l'élimination. La pentosidine peut être formée par 

la réaction du ribose, du glucose, du fructose ou de l'ascorbate avec la lysine et l'arginine de deux 

protéines différentes, tandis que, le CML se forme par l'interaction entre le glucose, d'autres 

sucres ou le glyoxal avec les groupements amines des lysines. De plus, il est issu de la 

peroxydation lipidique et l'oxydation des protéines (Vistoli et al., 2013). L'augmentation du CML 

au stade léger de la MA peut être liée à l'altération de l'homéostasie redox et à l'accumulation 

des dommages oxydatifs récemment observées dans le même groupe de patients. Une étude 

effectuée dans notre laboratoire a montré une diminution précoce de la capacité antioxydante 

totale chez les patients MCI suivis d'une augmentation des protéines-carbonylées au premier 

stade de la MA (Perrotte et al., 2019). D'autres études ont montré l'augmentation plasmatique 

des produits de la peroxydation lipidiques et des protéines oxydées chez des patients atteints de 

la MA (Di Domenico et al., 2011; Greilberger et al., 2008; Puertas et al., 2012). Récemment, il a 

été montré que le microbiote intestinal assure la dégradation et la métabolisation du CML issue 

de l'alimentation (Bui et al., 2019; Hellwig et al., 2019). Par ailleurs, une altération de ce système 
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microbien a été associé au développement de la MA (Kowalski & Mulak, 2019). Ce 

dysfonctionnement microbien pourrait être impliqué dans l'augmentation des taux du CML issus 

de l'alimentation et qui peuvent se trouver dans la circulation sanguine. Cela pourrait augmenter 

les concentrations du CML sériques mesurées dans la fraction (S-Ab). 

La MA se caractérise cliniquement par une perte de la mémoire et un déficit cognitif. Cette 

altération cognitive peut être mise en évidence grâce à des scores de tests cognitifs. Dans notre 

étude, l'évaluation de l'état cognitif des patients a été déterminé par les tests MMSE et MoCA. 

Fait intéressant, nous avons pu montré une corrélation négative des taux sériques du CML dans 

la fraction (S-Ab) avec les scores des deux tests cognitifs et indépendamment de l'âge. Par 

contre, les taux sériques de la pentosidine ne corrèlent pas avec les scores cognitifs et se sont 

associés positivement avec l'âge. Notre étude a pu trancher sur la capacité de taux sérique de 

ces deux AGEs à diagnostiquer la MA. On a pu aussi établir qu'il est très important de séparer 

les différents stades de la maladie puisque la variation de taux du CML n'est observée que chez 

les patients du stade léger. Des évidences suggèrent que des prises alimentaires contenues des 

concentrations élevées d'AGEs provoquent une altération des fonctions cognitives (Cai et al., 

2014; Lubitz et al., 2016; Perrone & Grant, 2015). Malgré que le mécanisme qui figure derrière la 

relation entre les taux des AG Es périphériques et le déclin cognitif reste peu étudier, une récente 

étude a montré qu'une alimentation riche en AGEs induits un déficit cognitif, 

l'hyperphosphorylation de tau, la production d'A13 et l'inflammation chez des souris (Yang et al., 

2020). En plus, il est admis que l'interaction entre les AGEs (spécifiquement le CML) et le 

récepteur RAGE induit du stress oxydatif, la libération de cytokines pro-inflammatoires comme 

l'IL-6 et le TNF-a et augmente la production d'A13 et l'hyperphosphorylation tau dans les cellules 

(Gai et al., 2016). Chez des rats, une injection en ICV d'A13 glyqué a provoqué un déficit de 

mémoire et une altération structurale de l'hippocampe (Chenet al., 2014b). Cependant, d'autres 

recherches sont nécessaires pour mieux comprendre la relation entre le déclin cognitif et les 

niveaux du CML périphérique. 

Le MG et le GO sont considérés les précurseurs de la formation du CML. L'interaction du GO 

avec les protéines favorise directement la formation de ce type d'AGEs. 11 a également été 

démontré que le MG, en favorisant le stress oxydatif, pourrait indirectement contribuer à la 

formation du CML (Ahmed et al., 1997; Yang et al., 2018). Dans ce contexte, des taux sériques 

élevés du MG et du GO pourraient favoriser la formation du CML. Dans un même ordre d'idées, 

nous avons montré que les taux du MG dans le sérum sont plus élevés chez les patients MCI et 

atteints de la MA que chez les sujets contrôles. L'analyse ROC a démontré que les niveaux du 
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MG ont une susceptibilité élevée de différencier les patients MCI des sujets témoins, mais pas 

les patients atteints de la MA. Fait intéressant, les niveaux sériques du GO sont élevés seulement 

chez les patients MCI. Les niveaux du GO ont une probabilité élevée de différencier les patients 

MCI des sujets contrôle et atteints de la MA. Ces résultats supportent la possibilité de définir le 

MG et le GO comme des marqueurs du stade MCI (le stade précoce de la MA). Ces résultats 

sont appuyés par des études antérieures qui ont montré que dans le LCR, les taux des produits 

dérivés du MG sont plus élevés chez les patients atteints de la MA par rapport aux sujets témoins 

(Ahmed et al., 2005a). Une autre étude a montré que les niveaux du MG chez les patients atteints 

de la MA sont deux fois plus élevés que chez les sujets témoins, mais cette différence n'était pas 

significative en raison des grandes variations intergroupes et de la petite taille de la population 

ciblée (Kuhla et al., 2005). De plus, chez des personnes âgées, des taux sériques élevés de MG 

sont associés à un déficit de mémoire, à un volume de matière grise plus faible (Srikanth et al., 

2013) et un plus grand déclin cognitif par rapport aux personnes qui ont des faibles taux de ce 

dicarbonyl (Beeri et al., 2011 ). De plus, des études in vivo ont montré que la présence d'une 

concentration élevée du MG est associée au développement des problèmes cognitifs et de 

mémoire. L'injection en ICV du MG chez des souris a induit une hyperphosphorylation de tau 

ainsi que des dommages au niveau d'hippocampe et des troubles de la mémoire (Qi et al., 2017). 

Les mêmes troubles cognitifs sont observés chez des rats suite à l'injection du MG en ICV 

(Hansen et al., 2016). A la suite d'une injection de la streptozotocine chez des rats, l'augmentation 

des taux du MG a été associée à des altérations cognitives, de la mémoire et d'apprentissage 

(Huang et al., 2012). 

L'augmentation des niveaux du MG et du GO pourrait etre d'origine exogène (l'alimentation) ou 

endogène des dommages cellulaires et de la conversion de l'aminoacétone en MG et H,02 par 

la semicarbazide amine oxydase (SSAO) (Kalapos, 2013; Obata, 2006). L'activité plasmatique 

de SSAO est révélée élevée chez des patients atteints de la MA (Unzeta et al., 2007). De plus, 

le dysfonctionnement du système glyoxalase le responsable de la dégradation de ces dicarbonyls 

et la diminution des taux du GSH pourraient favoriser leur abondance. Il a été montré que les 

taux plasmatiques-du GSH diminuent chez des patientsatteints deJaMA (Bermejoet al., 2008). 

Dans un état d'inflammation comme c'est le cas chez des patients atteints de la MA, l'interféron 

y provoque une augmentation de la production du MG au sein des macrophages (Dhananjayan 

et al., 2017). Généralement, il est estimé que les niveaux normaux du MG sont de l'ordre de 50 

à 300 nM dans le plasma humain (Rabbani & Thornalley, 2014). Dans un état pathologique 

comme le diabète, les niveaux plasmatiques du MG sont plus élevés que la normale et varient 
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entre 600 et 900 nM (Bierhaus et al., 2012). Cependant, le MG et le GO sont très réactifs et leur 

demi-vie est courte dans des conditions physiologiques et par conséquent, les quantités libres 

détectées ne présentent pas la totalité des concentrations d'origine. Il serait intéressant de doser 

les concentrations sériques de ces deux produits dans différentes prises de sang pour s'assurer 

de leurs stabilités et l'efficacité de les considérer comme des biomarqueurs. De plus, et malgré 

les avantages de notre étude, sa limite majeure réside essentiellement dans le nombre 

d'échantillons utilisés qui ne semble pas être assez grand. 

6.3 Les EVs périphériques outil de diagnostic de la MA 

Plusieurs arguments font des EVs un outil prometteur de diagnostic. Ces vésicules sont libérées 

par les différents types de cellules dans le corps. De plus, ils sont présents dans tous les bio 

fluides de l'organisme et leur contenu moléculaire varie en fonction du type et de l'état 

physiopathologique de la cellule sécrétrice. Les EVs sont également capables de protéger leurs 

contenus de la dégradation (Jia et al., 2014). Les EVs provenant du CNS peuvent se retrouver 

dans la circulation sanguine. Malgré le fait que les mécanismes qui figurent derrière l'efflux des 

EVs du cerveau vers le sang restent inconnus, ces vésicules pourraient poursuivre différentes 

routes afin de se déplacer du SNC vers la circulation systémique (Thompson et al., 2016). 

L'identification de la présence des EVs provenant du CNS dans la circulation sanguine a suscité 

un intérêt pour leur utilisation comme source de biomarqueur facilement accessible. Pour ces 

raisons, plusieurs études se sont intéressées à étudier les différentes protéines altérées dans le 

cerveau dans le cadre de la MA en isolant des EVs provenant des neurones ou d'astrocytes 

(Fiandaca et al., 2015; Goetzl et al., 2015; Goetzl et al., 2016; Goetzl et al., 2018; Kapogiannis et 

al., 2015). L'isolation des EVs neuronaux de la circulation sanguine était basée sur la présence 

de L 1 CAM qui est décrite comme un marqueur majoritairement neuronal (Lachenal et al., 2011 ). 

Cependant, l'utilisation de L 1 CAM pourrait être non spécifique juste pour l'isolation des EVs 

neuronaux puisque cette protéine de surface est exprimée chez d'autres types de cellules et 

pourrait, par conséquent, se trouver dans leur EVs libérées (Chen et al., 2018a; Debiec et al., 

1998). De pltjs, lareilation entre le déclin cognitif et les niveauxde marqueurs des EVs neuronaux 

n'a pas été abordée dans la majorité des études. Ces limites apportent de plus en plus l'incertitude 

d'utilisation de contenu des EVs L 1 CAM positives comme des biomarqueurs du CNS dans le 

cadre de la MA. Cependant, l'utilisation des EVs totaux de la périphérie offre une meilleure 

stratégie pour identifier des marqueurs potentiels de la MA, et ce pour différentes raisons tels que 

leur capacité de franchir la BHE et de perturber l'homéostasie du SNC. Dans ce sens, plusieurs 

études ont montré que ces vésicules circulatoires peuvent traverser la BHE et rejoindre le 
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cerveau. En plus, ces nano transporteurs sont capables de transférer des molécules actives, 

comme des enzymes ou des séquences d'ARN, aux neurones du SNC (Alvarez-Erviti et al., 2011; 

Cooper et al., 2014; Kojima et al., 2018; Matsumoto et al., 2017; Ridder et al., 2014). En plus, il 

a été montré que l'injection des EVs périphériques de la souris dans l'hippocampe provoque 

l'activation des microglies (Zheng et al., 2017). Récemment, des études ont montré que l'injection 

des EVs périphériques des souris dans la circulation sanguine induit un état de neuroinflammation 

avec une activation des microglies et des astrocytes et une sécrétion des cytokines pro­

inflammatoires dans le CNS (Li et al., 2018a; Morales-Pri.eto et al., 2018). 

Dans cette perspective, nous avons isolé et caractérisé les EVs totaux du sérum de sujets sains 

et des patients MCI et de différents stades de la MA. Nous avons identifié pour la première fois 

la présence du CML dans les EVs. Les niveaux de ce type d'AGEs montrent une diminution au 

sein du stade modéré de la MA par rapport aux personnes contrôles. Ces résultats pourraient 

être expliqués par le fait que les agrégats intracellulaires des AG Es et surtout du CML formés ne 

peuvent pas être libérés par les EVs et s'accumulent dans les cellules. L'accumulation 

intracellulaire du CML a été observée dans la MA et tout au long de sa progression (Srikanth et 

al., 2011 ). 

La formation des AGEs provoque une altération au niveau de la structure et de la fonction 

protéique. De plus, les AGEs formés se fixent sur leur récepteur RAGE et favorisent un ensemble 

de mécanismes néfastes qui amènent à la mort cellulaire (Gai et al., 2016). Contrairement à la 

forme membranaire de RAGE, la forme soluble de ce récepteur (sRAGE), qui est générée par le 

clivage protéolytique de la forme membranaire ou par épissage alternatif, peut interagir avec les 

ligands circulants comme les AG Es et l'A~ et empêcher leurs effets toxiques (Yan et al., 2010). 

Certaines études se sont intéressées à doser les niveaux périphériques de sRAGE, leurs 

résultats montrent une diminution des taux de cette forme circulante chez les patients MCI et 
' 

atteints de la MA par rapport aux sujets contrôles (Emanuele et al., 2005; Ghidoni et al., 2008; 

Xu et al., 2017). Dans notre étude, nous avons montré la présence d'une autre forme de RAGE 

circulant qui se trouve dans les EVs périphériques. La présence de RAGE dans les vésicules 

circulatoires a été montrée pour la première fois dans l'étude de Patterson et al, (Patterson et al., 

2018). Les auteurs de ce travail ont isolé des EVs dérivés de neurones de 8 personnes âgées et 

obèses et ils ont démontré par western blot et ELISA que ces vésicules isolées contiennent 

RAGE. Dans notre étude, nous nous sommes intéressés à l'évaluation de la présence de ce 

récepteur dans les EVs circulatoires totaux et à la comparaison de son niveau dans les patients 

MCI et atteint de la MA à différents stades. Nos résultats montrent que les taux de cette nouvelle 
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forme diminuent chez les patients MCI, et les patients atteints de la MA au stade léger et modéré 

de la maladie par rapport au stade avancé. De plus, les niveaux du RAGE vésiculaire corrèlent 

positivement avec le score cognitif du test MMSE. Le rôle du RAGE vésiculaire sera déterminé 

par sa position qui pourrait être sur la surface ou à l'intérieur de la vésicule. Dans le cas où ce 

récepteur se trouve à la surface des EVs, .il pourrait capter des ligands circulants et empêcher 

leur liaison au RAGE cellulaire. D'autres recherches sont nécessaires a fin de déterminer le rôle 

et l'implication de la forme vésiculaire du RAGE dans la pathogenèse de la MA. 

En plus de l'implication du récepteur RAGE dans la physiopathologie de la MA, l'altération de 

l'activité de GL0-1 est impliquée dans la pathogenèse de la MA. Alors, le profil vésiculaire de 

cette enzyme pourrait aussi être un marqueur cible du diagnostic de la MA. Dans ce contexte, les 

niveaux du GL0-1 dans les EVs sériques montrent une diminution chez les patients de stade 

précoce de la MA par rapport au sujet MCI et contrôles. En plus, les niveaux vésiculaires de cette 

enzyme corrèlent avec le score cognitif de test MoCA. Cette diminution pourrait être expliquée 

par le fait que les cellules ont besoin de garder cette enzyme pour détoxifier le MG et le GO. 

En outre, il a été montré que dans le cerveau, les EVs libérés permettent une communication et 

un transfert des molécules entre les différentes cellules du CNS favorisant la neuroprotection 

(Fruhbeis et al., 2013). Le GL0-1 joue un rôle de neuroprotection contre les effets néfastes de 

l'accumulation des AGEs, la présence et le transfert de cette enzyme dans les EVs neuronaux 

peuvent être un mécanisme important du maintien de l'hémostasie neuronale. Dans notre étude, 

nous avons montré que les EVs secrétés par les neurones contiennent l'enzyme GL0-1. Ceci, 

maintient l'idée que ces vésicules pourraient jouer un rôle majeur dans la neuroprotection. 

Le profil des différents taux du CML, du RAGE et du GL0-1 dans les EVs périphériques permet 

de différencier les stades de la MA. Cependant, le développement d'un biomarqueur vésiculaire 

valide pour le diagnostic de la MA présente plusieurs défis. Ces derniers se résument à l'efficacité 

de l'isolement, la pureté de l'extraction, la reproductibilité dans des grandes cohortes et la 

corrélation des biomarqueurs vésiculaires avec d'autres marqueurs cérébraux, eUou avec les 

scorescognitifs (Lee et al., 2019). Il existe différentes méthodespour l'isolation des EVsdontla 

chromatographie d'exclusion, l'ultracentrifugation, l'utilisant des anticorps et la précipitation. 

L'ultracentrifugation et la précipitation avec des kits commercialisés sont les plus utilisées dans 

les études puisque leur rendement d'isolation est supérieur aux autres techniques. Cependant, 

la contamination avec d'autres molécules extracellulaires comme les lipoprotéines ou les 

agrégats protéiques pourrait interférer avec l'identification d'un biomarqueur valide (Konoshenko 
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et al., 2018). Dans notre étude, nous avons mis au point une méthode d'isolation qui se base sur 

l'utilisation d'un volume bien précis de kit de précipitation commercialisé suivi de différentes 

étapes de filtration pour éliminer le maximum des contaminants. Le nombre réduit des patients 

dans chaque groupe est l'une des limites de l'étude. De plus, l'utilisation de sérum pour isoler les 

EVs pourrait être un autre point limite de cette étude puisque les EVs dérivés des plaquettes 

pendant le processus de formation de caillots seront présents dans le sérum (Gemmell et al., 

1993). Par conséquent, le nombre et la nature des EVs isolés du sérum peuvent être différents 

de ceux extraits du plasma (George et al., 1982). Alors, des études supplémentaires sont 

nécessaires pour clarifier les différences entre les EVs plasmatique et sérique afin de déterminer 

le meilleur biofluide pour la découverte des marqueurs vésiculaires pour le diagnostic de la MA. 

6.4 Les AGEs et leurs précurseurs au coeur de développement de la MA 

A ce jour, la cause de développement de la MA reste mal connue. Mais, plusieurs mécanismes 

sont impliqués dans la physiopathologie de cette maladie qui se déclenche des années avant 

l'apparition des premiers symptômes. Dans ce contexte, les AGEs et leur précurseur (MG et GO) 

sont considérés comme des acteurs impliqués directement ou indirectement dans la 

physiopathologie de la MA. Dans le cerveau, il a été montré que la production de radicaux libres 

pendant la formation et la dégradation de MG et du GO suivi de l'installation d'un état de stress 

oxydatif pourrait induire la mort des cellules neuronales (Di Loreto et al., 2004; Huang et al., 

2012). Ces dicarbonyls sont capables d'augmenter la production d'Al3, la formation d'oligomères 

et de protofibrilles ainsi que la taille des agrégats (Chen et al., 2006; Emendato et al., 2018). De 

plus, ils ont la capacité de moduler plusieurs voies de signalisation qui jouent un rôle causal dans 

le développement de la MA (Angeloni et al., 2014). L'interaction du MG et du GO avec les 

protéines favorise la formation des AGEs. Ces derniers peuvent se lier au récepteur des AGEs 

(RAGE) et induire la production de stress oxydatif et d'A13 concomitant à la libération de facteurs 

pro-inflammatoires et à l'hyperphosphorylation de tau (Walker et al., 2015). Dans le cerveau des 

patients atteints de la MA, les ENF et les PS apparaissent tout d'abord dans la région trans­

entorhinale, puis s'étendent vers d'autres zones du cerveau (Braak & Braak, 1991 ). Cette 
- - - -

propagation pathologique pourrait être menée par les EVs. En effet, il a été montré que ces 

derniers contiennent de la protéine tau hyperphosphorylée et de l'A13 et assure la propagation 

des protéines pathologiques entre les cellules de différentes régions du cerveau (Coleman & Hill, 

2015; Quek & Hill, 2017). Par ailleurs, les peptides A13 et la protéine tau pourrait être glyqués et 

forment des complexes A13-CML ou Tau-CML. Il a été montré que la forme glyquée d'Al3 est plus 

neurotoxique que celle non glyquée (Li et al., 2013b). La propagation d'A13 ou tau glyqué pourrait 
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alors accélérer la pathologie de la maladie. Dans ce contexte, nous avons montré que les cellules 

neuronales sont capables de propager les AGEs et spécifiquement le CML à travers les EVs. 

Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les rôles des 

AGEs vésiculaires dans le développement de la MA. 

L'accumulation d'A~ sous forme des PS et la formation d'ENF suite à l'hyperphosphorylation de 

la protéine tau sont considérées comme les caractéristiques physiopathologiques dans les 

cerveaux des patients atteints de la MA. Cependant, les patients souffrent également d'une 

altération qui touche les taux d'expression de facteurs neuroprotecteurs et neurotrophiques. Ces 

facteurs, tels que BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), PRGN (progranuline), NSE 

(enolase spécifique de neurone), APP et MMP-9 (Métalloprotéase matricielle 9), jouent un rôle 

important dans la modulation de la cognition et de la mémoire en favorisant la survie et le 

développement des neurones et en régulant la plasticité synaptique (Acheson et al., 1995; 

Benussi et al., 2017; Diniz & Teixeira, 2011; O'Brien & Wong, 2011 ). 

Nos données démontrent que le MG ou le GO provoquent une diminution au niveau d'expression 

de NSE, PRGN, MMP-9 et d'APP dans les cellules neuronales. Une altération de ces facteurs 

entraine une réduction des propriétés neurotrophiques cellulaires, une perturbation de croissance 

neuritique et de synaptogenèse ainsi qu'une diminution d'activité anti-inflammatoire et de la 

capacité à dégrader l'A~ (Haque et al., 2018; Kaminari et al., 2018; Mendsaikhan et al., 2019; 

Zheng & Koo, 2006). De plus, on a remarqué que ces deux dicarbonyls changent le niveau 

d'expression d'ANGPTL4 (angiopoïetine like 4), l'une des protéines impliquées dans la régulation 

de métabolisme lipidique et glucidique, l'inflammation et la perméabilisation vasculaire (Guo et 

al., 2014; Vienberg et al., 2014). Par ailleurs, l'homéostasie interneuronale dépend d'une 

communication et transfert des éléments neuroprotecteurs et neurotrophiques. Les EVs libérés 

des neurones assurent l'échange des facteurs impliqués dans des mécanismes de 

neuroprotection, de développement neuronal et de plasticité synaptique (Kalani et al., 2014 ). La 

perturbation de cette communication pourrait altérer l'homéostasie cellulaire dans le cerveau 

(Holm et al., 2018). Les protéines PRGN et BDNF sont classées parmi les facteurs 

neurotrophiques les plus importants, de fait qu'ils sont impliqués dans plusieurs mécanismes 

assurant le maintien d'homéostasie cellulaire dans le cerveau (Chitramuthu et al., 2017; 

Kowianski et al., 2018). De plus, ces deux protéines sont fortement exprimées dans l'hippocampe 

et sont impliquées dans la plasticité synaptique et la régulation de la mémoire (Daniel et al., 2000; 

Miranda et al., 2019; Neeper et al., 1996). Il a été montré que l'ARNm du BDNF diminue dans 

l'hippocampe des patients atteints de la MA (Phillips et al., 1991). L'injection en ICV d'anticorps 
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dirigé contre la forme circulatoire du BDNF entraîne aussi des altérations au niveau de la mémoire 

spatiale et de l'apprentissage chez des rats (Mu et al., 1999). Par ailleurs, les données d'études 

cliniques suggèrent que les niveaux sériques du BDNF sont diminués chez les patients MCI et 

atteints de la MA (Ng et al., 2019) et sont corrélés avec un déficit de mémoire et une diminution 

du volume hippocampique (Erickson et al., 2010). D'un autre côté, une déficience en PRGN 

entraîne une augmentation des dépôts d'A13, une hyperphosphorylation de tau, une activation 

microgliale et astrocytaire, ainsi qu'une augmentation d'expression des cytokines pro­

inflammatoires (Minami et al., 2014; Takahashi et al., 2017; Yin et al., 2010). 

Notre étude a montré pour la première fois que les neurones sont capables de libérer ces deux 

facteurs neurotrophiques dans les EVs. Les neurones pourraient alors communiquer entre elles 

ces facteurs à travers les EVs. Nous avons également montré aussi que le GO diminue les 

niveaux de ces deux protéines dans les EVs dérivées de neurones. De plus, nous avons 

remarqué une baisse des taux vésiculaires de la lipocaline 2 (LCN-2) lors du traitement avec les 

deux dicarbonyls (MG et GO). La LCN-2 est une protéine qui joue un rôle important dans la survie 

cellulaire, aux réponses inflammatoires et à la sensibilité à l'insuline (Song & Kim, 2018). La LCN-

2 est un facteur de protection contre l'inflammation dans le SNC (Kang et al., 2017). Cette protéine 

joue aussi un rôle important en tant que modulateur des fonctions cognitives et du comportement 

(Ferreira et al., 2013). Les réductions des taux de ces protéines ne sont pas la conséquence d'un 

défaut de libération ou de formation des EVs puisque la quantité et la distribution de taille de ces 

vésicules sont similaires en présence ou absence de MG ou du GO. Ces résultats suggèrent que 

les cellules neuronales réduisent le transfert de certaines protéines (BDNF, PRGN et LCN-2) liées 

à des mécanismes clés comme la survie cellulaire, la plasticité synaptique, la neurogenèse ou 

l'inflammation vers d'autres cellules pour contrer les effets néfastes du MG ou du GO. 

Dans le SNC, à part l'implication des AGEs et leur précurseur (MG et GO) dans des mécanismes 

physiopathologiques de la MA, la présence des concentrations élevées de ces produits en 

périphérie pourrait contribuer au développement de la MA. Des études in vitro ont montré, des 

concentrations élevées du MG induisent une altération structurale et augmentent la perméabilité 

des mciâèlesdu BHE. LeMGlnduit la glycalion des protéines de jondfons serrées, la production 

du stress oxydatif, la perturbation du statut redox et surtout la diminution du glutathion cellulaire 

ainsi qu'un état de dysfonctionnement mitochondrial suivi de la mort des cellules endothéliales 

par apoptose (Li et al., 2013a; Okouchi et al., 2009; Téth et al., 2014). De plus, le MG et/ou le GO 

périphérique favorisent la glycation des protéines circulatoires qui pourrait altérer la perméabilité 

du BHE. Les AGEs provoquent une diminution d'expression des jonctions serrées ainsi qu'une 
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augmentation de libération du métalloprotéase -2 (MMP-2) (Shimizu et al., 2013). ln vitro, 

l'insuline glyquée induit un état de stress oxydatif suivi de la perturbation de la perméabilité du 

BHE (Shahriyary et al., 2018). Par le biais de techniques d'imageries, des études cliniques ont 

montré que les patients MCI et atteints de la MA souffrent d'une altération au niveau de l'intégrité 

et le fonctionnement de la BHE (Montagne et al., 2016; van de Haar et al., 2016; Wang et al., 

2006). Ce dysfonctionnement permet le passage des éléments qui figurent dans la circulation 

comme la plasmine, la thrombine, le fibrinogène et l'albumine et les cellules immunitaires vers le 

cerveau (Cullen et al., 2005; Miners et al., 2018). Ces éléments sont neurotoxiques et favorisent 

un déséquilibre homéostatique au niveau du SNC et, par conséquent, la mort des neurones et le 

développement des maladies neurodégénératives (Sweeney et al., 2018). 

Selon leur contenu, les EVs de la périphérie pourraient être des éléments toxiques pour le CNS. 

Le matériel biologique renfermé dans les EVs isolé du sang est le responsable de la toxicité de 

ces vésicules. Partant du fait que les EVs du système périphérique sont majoritairement libérés 

par les lymphocytes, les érythrocytes et les plaquettes, l'état physiologique de ces derniers 

pourrait influencer leur contenus (Arraud et al., 2016; Arraud et al., 2014; Zarà et al., 2019). Dans 

la MA, il a été montré que le statut oxydatif et enzymatique dans ces cellules sont perturbés. De 

plus, l'expression d'AP dans les érythrocytes et les plaquettes des patients atteints de la MA est 

plus élevée que celle des personnes saines (Pluta & Ulamek-Koziol, 2019; Wojsiat et al., 2017). 

Dans ce contexte, il a été montré que le MG provoque une activation des macrophages et des 

lymphocytes avec l'augmentation du stress oxydatif et la production des cytokines pro 

inflammatoires (Bhattacharyya et al., 2008; Pal et al., 2009). De plus, l'interaction AGEs-RAGE 

provoque l'altération des voies de signalisations, la production de certaines cytokines et radicaux 

libres conduisant à des dérégulations fonctionnelles dans les cellules immunitaires (Teodorowicz 

et al., 2018). Ces altérations au niveau de ces cellules pourraient entrainer un changement au 

niveau de contenu vésiculaire libéré et les rendent plus vulnérables. D'un autre côté, la présence 

des AGEs dans les EVs périphériques pourrait être un moyen de toxicité présent dans ces 

vésicules. Cependant, on ne sait pas si les AGEs se trouvent à la surface et/ou à l'intérieur des 

vésicules ets'iLy_a d'autres AGEs, à part le CML, dans ces vésicules. 

6.5 Combattre la formation des AGEs prévient le développement de la MA 

Les AGEs et leurs précurseurs jouent un rôle dans plusieurs mécanismes physiopathologiques 

impliqués dans la MA. De plus, la concentration élevée du MG et du GO favorise la formation des 

AGEs et induit différentes altérations au niveau périphérique et central amenant au 
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développement de la MA. Alors, la diminution des concentrations de ces deux dicarbonyls limitera 

la formation des AGEs et serait une stratégie préventive contre le développement de la MA. Il 

existe différentes molécules naturelles et synthétiques qui sont connues pour leur capacité anti­

glycation. L'aminoguanidine est considéré comme l'un des puissants anti glycants. Il permet le 

captage et le piégeage des produits réactifs comme le MG et le GO. De plus, il inhibe la 

transformation des composés issus des étapes précoces de la glycation (base se schiff et produit 

d'Amadori) vers les produits terminaux (Brownlee et al., 1986; Thornalley, 2003). Cependant, les 

essais cliniques sur cette molécule ont été interrompus en raison de nombreux effets indésirables 

tels que des troubles gastro-intestinaux, une vascularite et une anémie (Freedman et al., 1999). 

Le metformin est un médicament utilisé dans le traitement du DT2 qui possède une capacité anti­

glycation grâce à sa structure chimique apparentée à celle d'aminoguanidine. En effet, cette 

molécule réagit comme un capteur des dicarbonyls. A titre d'exemple, la liaison du metformine 

avec le MG permet la formation d'un produit nommé triazépinone et par conséquent empêche la 

formation des AGEs (Beisswenger & Ruggiero-Lopez, 2003). Les polyphénols regroupent un 

grand nombre de substances chimiques dont les principales sources sont les légumes et les 

fruits. Ces substances se caractérisent par une grande capacité de capter les composés réactifs 

comme le MG et les radicaux libres et, par conséquent, limiter la formation des AGEs (Yeh et al., 

2017). ln vitro, le cyanidine inhibe la glycation de l'albumine et de l'ADN causé par le MG. L'effet 

inhibiteur de ce polyphenol a été attribué à sa capacité de piéger directement le MG (Thilavech 

et al., 2016). De plus, il a été montré que le curcumin, L'épigallocatéchine gallate et la quercétine 

possèdent une capacité de piéger le MG et le GO . En outre, l'acide gallique, l'acide vanillique, 

l'acide chlorogénique et l'acide férulique peuvent inhiber la glycation des protéines causé par le 

glucose (Khan et al., 2020). ln vitro, le resvératrol protége les cellules contre les dommages 

induitent par le MG et le stress oxydatif (Seo et al., 2014). De plus, ce polyphénole diminue 

l'expression du recepteur RAGE et il joue un role dans l'atténuation de l'inflammation (Khazaei et 

al., 2016; Le et al., 2019). L'utilisation de ces composés pourrait diminuer les effets néfastes des 

AGEs et leurs précurseurs. 
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7 CHAPITRE 7 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La MA se caractérise par un chevauchement de mécanismes moléculaires et cellulaires 

complexes qui ne sont pas totalement élucidés. Cette complexité pose un problème devant la 

détermination d'un traitement efficace et un diagnostic de certitude. Pour cela, la compréhension 

des mécanismes de cette maladie et la détection des marqueurs de diagnostic précoces sont 

d'une grande importance. 

Dans ce contexte, ce projet s'est intéressé à la détermination de l'implication des AGEs et leurs 

précurseurs (MG et GO) dans des mécanismes liés au développement de la MA. De plus, 

l'identification de nouveaux biomarqueurs périphériques potentiels pour le diagnostic précoce et 

l'évaluation de la progression de la maladie à différents stades. 

En premier lieu, notre étude a montré des variations dans les taux des AGEs, leur récepteur 

RAGE et leur enzyme de détoxification (GL0-1) qui permettent de distinguer les différents stades 

de la maladie. Le profil sérique et vésiculaire du CML différencie le stade léger du stade modéré 

de la MA. En effet, la concentration de ce produit de glycation dans la fraction des protéines 

sérique sans l'albumine a montré une augmentation au stade léger. D'un autre côté, la 

concentration de ce même produit dans les EVs sériques diminue au stade modéré. De plus, les 

taux vésiculaires du récepteur RAGE montrent une augmentation au stade sévère par rapport 

aux autres stades. Les taux de GL0-1 dans les EVs sont aussi plus faibles au stade léger. Fait 

intéressant, la variation des profils du CML, RAGE et GL0-1 est corrélé avec les scores des tests 

cognitifs (MMSE et MoCA). En deuxième lieu, ce travail a montré que les taux sériques des 

précurseurs des AGEs (MG et GO) augmentent au stade précoce (stade MCI) et peuvent 

différencier les patients de ce stade à ceux atteints de la MA ou les personnes saines. 

Au cours de ce travail, nous avons montré pour la première fois que les neurones sont capables 

de libérer les AGEs (CML), RAGE et GL0-1 et d'autres protéines neurotrophiques et 

inflammatoires par les EVs mais d'autres recherches sont nécessaires pour établir les rôles des 

AG Es et ces protéines vésiculaires dans la physiopathologie de la MA. De plus, le MG et le GO 

altèrent les taux neuronaux et vésiculaires de certains facteurs neurotrophiques et inflammatoires 

impliqués dans la physiopathologie de la MA. 

Ce projet nous amène à de nombreuses perspectives dans le domaine des AGEs, leurs 

récepteurs et leurs précurseurs, dans la MA au niveau des mécanismes pathologiques et 

l'approfondissement de l'étude clinique. Premièrement, il serait intéressant d'évaluer et comparer 
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le potentiel de diagnostic du CML et d'autres AGEs, de RAGE et de GL0-1 dans le sérum et les 

EVs périphériques de différents types de démences comme la démence frontotemporale, la 

démence vasculaire, la démence à corps de Lewy et la maladie de Parkinson. 

En plus, il serait avantageux d'augmenter le nombre de patients par groupe pour une meilleure 

puissance statistique. Deuxièmement, il serait important d'étudier la glycalion des EVs et son 

implication dans la physiopathologie de la MA. Dans ce sens, l'injection des EVs glyqués dans le 

cerveau des souris et l'exploration de leurs dispersions et leur impact sur la neuro-inflammation, 

le stress oxydatif, le mort neuronal et d'autres mécanismes liés à la maladie ainsi que le 

développement d'une perte de mémoire seraient étudiés. De plus, il serait intéressant d'étudier 

le passage des EVs périphériques glyqués à travers le BHE et son impact sur l'hémostasie des 

neurones dans un modèle in vitro. Enfin, il serait pertinent d'incorporer des principes actifs anti 

glycation comme l'aminoguanidine, le metformine ou même des polyphénols dans les EVs qui 

vont servir comme des véhicules pour protéger, limiter les effets secondaires et transporter ces 

derniers avec des taux suffisants vers le cerveau. 
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Abstract: 

There is some evidence that alterations occurred in the brain of Alzheimer's disease (AD) patients 

or in subjects with mild cognitive impairment (MCI} could also appeared in peripheral. ln an urgent 

context to find non-invasive biomarkers for early and accurate clinical diagnosis of AD, the protein 

cargo of circulating extracellular vesicles (EVs) may have potential as a readily accessible source 

of biomarkers related to AD disorders. To investigate this possibility, total plasma extracellular 

vesicules (pEVs) were isolated and characterized from plasma samples of MCI subjects, AD 

patients at different stages of the disease and contrais for Luminex assay quantification of some 

proteins related to brain disorders in AD development. Lower levels of 8DNF, Progranulin, NSE 

and 81008 were found in pEVs during MCI phase and mild phase of AD compared to contrai 

group, with no significant difference later in the course. The ratio of Progranulin/8DNF in pEVs 

demonstrated high accuracy to define MCI stage with a sensitivity and specificity superior to 80%. 

Overall, our results strengthen the notion that this proteins pattern in total pEVs could be 

considered as non-invasive blood-based biomarkers for an early MCI and AD diagnosis but not 

for monitoring the disease evolution. 

Abbreviations: 

AUC, Area under the curve; 8DNF, 8rain-derived neurotrophic factor; CSF, Cerebrospinal fluid; 

L1CAM, L1-cell adhesion molecule; MCI, Mild cognitive impairment; MMSE, Mini mental state 

examination; MoCA, Montreal cognitive assessment; NSE, Neuron-specific enolase ; pEVs, 

plasma extracellular vesicles; ROC, Receiver operating characteristic; S1008, S1 OO calcium­

binding protein 8; TEM, Transmission electron microscopy. 

Key Words: 8iomarkers, exosomes, microvesicles, plasma, dementia 

Introduction 

Alzheimer's disease (AD), a multifactorial disorder, is the most common type of dementia and is 

characterized clinically by progressive cognitive decline and neuropathologically by synaptic and 

neuronal loss and the presence of amyloid plaques. Du ring the progression of the disease, some 

alterations occur in-the brain-like a-deficiency of cellular survival factors; an inflammation and-a 

metabolic disorder (1-4). The development of AD pathogenesis is insidious and no clear event 

defines the onset of the disease (5). Hence, the detection of the disease at the early stages is a 

considerable challenge. The prodromal stage of dementia, mild cognitive impairment (MCI), 

provides an important opportunity for potential intervention Io prevent the onset of dementia. 

However, the current standardized criteria for the diagnosis of MCI and AD including cognitive 
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changes, abnormal cerebrospinal fluid (CSF) levels of pathogenic proteins, and MRI and PET 

bioimaging data, have some limits (6). The clinicopathologic heterogeneity, the high costs of 

imaging and the invasive nature of CSF collection limit their usefulness for routine clinical testing. 

Thus, there is a strong necessity to identify non-invasive blood biomarkers easily measurable that 

could facilitate early and accu rate diagnosis, as well as to evaluate the therapeutic efficacy of new 

treatment. Despite intense research in the field, there is no peripheral biomarker that has got 

beyond the discovery stage. 

Recently, in the context of neurodegenerative diseases diagnosis, some studies brought to light 

the potential for the protein cargo of extracellular vesicles (EVs) in blood to serve as a readily 

accessible source of central nervous system (CNS) biomarkers. A growing number of researches 

indicate that EVs could contribute to the brain function and the pathogenesis of AD (7-10). EVs 

can be secreted by most cell types, including neurons, oligodendrocytes and astrocytes, and are 

detectable in different body fluids such plasma due to their transportation between the brain and 

bloodstream. The brain-derived EVs can be isolate from blood using L 1-cell adhesion molecule 

(L 1 CAM) immunoreaclivity and can be used to circumvent the problem of the biomarker 

identification that reflect the state of the CNS without requiring invasive collection techniques (11-

13). Nevertheless, the CNS cell-specific EVs enrichment approach may introduce a bias Io the 

results due Io the no! brain-specificity of L 1CAM and the possible changes in the level of neural 

cell adhesion molecules during AD (14-17). The potential of brain derived protein in total 

circulating EVs for the detection of MCI or the evaluation of the disease progression remains to 

be determined. ln this study, we have isolated and characterized total plasma-based EVs (pEVs), 

established a specific profile of some brain derived proteins for the identification of the MCI phase 

and early AD stage. We have also highlighted a relation between levels of some brain derived 

proteins in pEVs and the cognitive performance, assessed by Iwo cognitive tests: the Mini-Mental 

State Examination (MMSE) and the Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (18, 19). ln pEVs 

from MCI and mild AD patients, we found an important reduction of the Progranulin/BDNF ratio 

and the levels of BDNF, NSE and 81008, compared to control participants. Levels of Progranulin 

in pEVs were reduced in MCI phase only, in comparison with control group. With our diagnostic 

accuracy analysis, we found that the ratio of Progranulin/BDNF could be used Io classify samples 

from MCI patients and control subjects with a sensitivity of 90.9% and a specificily of 83.3%. 

Finally, the present study provides evidence that some proteins related to AD brain disorders are 

associated with cognitive performance. 
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Materials and Methods 

Selection of participants 

Plasma samples were obtained from 60 participants recruited from the Memory Clinic of 

Sherbrooke including control subjects, MCI and AD patients at different stages (mild, moderate 

and severe). The table 1 lists characteristics of patients and controls. MCI subjects were clinically 

diagnosed with criteria of Petersen (20) and the different stages of AD were detected by applying 

clinical criteria of the National lnstitute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke 

and the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (6). The 

control subjects were defined according to the SENIEUR protocol (from SENlor EURopean), a 

standard selection protocol for immunogerontological studies (21 ). The inclusion and exclusion 

criteria of the study were listed in Figure 1. Ali subjects gave written informed consent and the 

protocol was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medicine and Health Sciences 

of the University of Sherbrooke (protocol # 2010-21 /Fülôp). 

Cognitive assessments and plasma collection 

From all patients, blood was obtained after overnight fasting in heparin-containing vacuum tubes 

and immediately separated by low speed centrifugation at 260 x g for 15 minutes (22°C). The 

plasma was aliquoted and stored at -80°C until used to avoid freeze/thaw cycles. Global cognitive 

function was assessed by the MoCA and the MMSE scores from all patients except severe AD 

(18, 19). Prior Io isolation of pEVs, plasma samples were diluted at 1 :2 in filtred Phosphate Saline 

Buffer (PBS) and were centrifuged at 2000 x g for 20 minutes followed by a second centrifugation 

at 10,000 x g for 20 minutes to remove cells and cell debris. 

Isolation of total extracellular vesicles from plasma 

The clarified plasma was precipitated using the Total Exosome Isolation reagent (lnvitrogen™ by 

Life Technologies lnc., Carlsbad, CA, USA) during 30 min at 4 °C. After centrifugation at 10,000 

x g for 5 minutes, pEVs pellets were re-suspended in filtred PBS and purified by three series of 

filtrations (1 OOKDa)/precipitations. Final solutions of pEVs were re-suspended and conserved in 

filtredPBS at-80°Gfor-further-analysis.-
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Characterization of total extracellular vesicles from plasma: TEM, NTA and Western blot 

analysis 

The method for isolation of total pEVs was validated by various approaches. 

The shape and the size of pEVs isolated were visualized using transmission electron microscopy 

(TEM). Final solutions of pEVs were suspended in 2% paraformaldehyde and 1 O µLof the mixture 

were adsorbed for 5 minutes to a Formvar-carbon coated grid. Grids were negatively stained 

using 2% uranyl acetate solution for 1 minute. Afler excess uranyl formate was removed with tiller 

paper and grids were examined using HITACHI 7100 transmission electron microscope (75 kV) 

al 15000X-40000X magnification. 

Then, the size distribution and the concentration of isolated pEVs were measured by the 

Nanosight NS300 system and the Nanosight NTA 3.2 Analytical Software (Malvern Instruments 

Company, Nanosight, and Malvern, United Kingdom). Recordings were performed for 60 seconds 

and the measurement was conducted three limes for each sample. Prier to injection in the 

chamber of the NanoSight using a sterile syringe, pEVs suspensions were diluted in filtered PBS 

at 1:2000. 

Finally, the absence of a negative control (Calnexin) and the presence of some EVs markers 

(TSG101, GAPDH and CD63) and cerebral markers (L1CAM, GFAP) were confirmed by a 

Western blot analysis. The total proteins of pEVs were extracted using Radio Immune 

Precipitation Assay (RIPA) buffer (50mM Tris buffer, pH 8, 150 mM sodium chloride, 0.1% sodium 

dodecyl sulfate, 1% lgepal, 1% sodium deoxycholate, 5 mM EDTA, 1% protease and 

phosphatase inhibitor cocktail) and their concentrations were quantified using bicinchoninic acid 

(BCA) assay (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher Scientific, lnc). The same pEVs 

protein amount (15µg) was separated using 10% SOS-PAGE gel and transferred Io PVDF 

membranes. The membranes were blocked in Tris-buffered saline containing 0.1 % Tween 20 

(TBS-T) and 5% nonfat dry milk before incubation (overnight at 4°C) with the following primary 

anlibodies: TSG101 (MBS7605273, MyBiosource, lnc, San Diego, CA, USA); CD63 (Sc-5275, 

Santa Cruz, Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA); Calnexin (Sc-, Santa Cruz, Biotechnologies, 
----- ---------------------------------------- ----- ----- - ---- --

Santa Cruz, CA, USA); L 1CAM (Sc-53386, Santa Cruz, Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA); 

GFAP (G9269, EMD Millipore Corp., Burlington, MA, USA). Then, membranes were washed with 

TBS-T and HRP-conjugated secondary antibodies were incubated for 1 h at room temperature 

(7076S, Anti-mouse lgG HRP-linked Antibody or 7074S, Anti-rabbit HRP-linked Anlibody from 

Cell Signaling Technology, lnc., Danvers, MA, USA). The membrane blets were detected by 

chemiluminescence using ECL substrats (Bio-Rad Laboratories, lnc., Hercules, CA, USA) and 
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the FluorChem HD2 system. The membranes were stained with Coomassie blue to detect the 

profile of EVs total proteins. 

Quantification of brain derived proteins: multianalyte immunoassay 

A Luminex assay was performed to measure the concentrations of 8DNF, NSE, Progranulin and 

S1008 in 50 µL of extracted pEVs according to supplier's directions (R&D Systems, lnc., 

Minneapolis, MN, USA). Assay sensitivities (minimum detectable concentrations in pg/ml} were 

0.32, 140.00, 195.00 and 4.34 for BDNF, NSE, Progranulin and S1008, respectively. The assay 

was run with the Luminex 100/200 and data were analysed using Xponent 4.2 software. Marker 

values were normalized with the total protein quantification in pEVs. 

Statistical analysis 

After using the Shapiro-Wilk test to verify normal distribution, the statistical significance of 

differences between groups were determined by the one way analysis of variance (ANOVA) 

followed by the Tukey post-hoc test. For not normally distributed data including Progranulin levels, 

we performed the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test Io determine 

significant differences between groups. Correlation analyses were performed using the Pearson 

correlatio.n coefficient. Receiver operating characteristics (ROC) curves were constructed and the 

area under the ROC curve (AUC) was calculated to determine the ability of a marker to 

discriminate between the diseased and control populations (22). The ROC analysis provided also 

the diagnostic sensitivity and specificity of each markers (Prism 7.04). 

Results 

Patient characteristics 

Descriptive statistics on age, gender, MMSE and MoCA scores are shown in Table 1. The number 

of participants was equal in each group with a higher female predominance. As expected, scores 

of MMSE and MoCA tests were significantly lower in AD groups compared to control subjects. 

Unlike MMSE scores, MoCA scores were reduced earlier in MCI group because of their greater 

sensitivity for MCI detection (23). Age was significantly lower in controls than in other groups but 
- --- -

these differences were considered in our analyses. 

Characterization of total extracellular vesicles isolated from plasma 

We used different approaches to confirm the presence of pEVs. After isolation, the pEVs were 

morphologically characterized with TEM and the cup-shaped morphology, characteristic of EVs, 

could be observed (Figure 2. A). 
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ln addition, the size distribution of the pEVs population was analyzed using Nanosight NS300. 

Thus, we confirmed that most of the pEVs had a size smaller than 200 nm and that the pEVs size 

was mainly ranged between 40 and 100 nm (Figure 2. 8). 

Then, lysates from isolated pEVS were separated by SOS/PAGE and analyzed by immunoblot to 

verify the presence of common EVs markers like TSG101 and CD63 (Figure 2. C). Using Western 

blot analysis, we also revealed the presence of brain-derived EVs in pEVs with the existence of 

neuronal and glial markers (L 1CAM and GFAP, respectively), suggesting the presence of some 

CNS derived EVs in our pEVs samples. Finally, Calnexin, a negative EVs marker, was absent in 

EVs but was present in SK-N-SH ceils. lnterestingly, the levels of EVs and cerebral markers in 

pEVs did not vary significantly among group of patients. 

The total protein content of pEVs was determined. We observed any significant difference 

between different subject's populations, suggesting that disease progression does no! affect the 

total protein components in pEVs and that this parameter cou Id be used as normalization method 

(Figure 2.D). ln Figure 2.D, we also shown that the profile of the total protein was different between 

plasma and pEVs isolated. 

Brain derived proteins levels in total circulating extracellular vesicles 

Compared with the control group, 8DNF, NSE, Progranulin and S1008 levels were significantly 

lower in pEVs of MCI subjects (figure 3.A-D). The decrease of 8DNF, NSE and S1008 levels was 

also observed in pEVs from mild AD patients but no! for Progranulin levels. For 8DNF levels in 

pEVs, we detected an increase in the terminal stage of AD. 8y contras!, for other markers, there 

was no difference in their pEVs levels from patients al the moderate and severe stages of AD 

compared Io control participants. This suggests that these four proteins could be useful for the 

detection of MCI and mild AD patients but not for monitoring the AD progression. 

As Progranulin and 8DNF are co-transported together in vesicles in neurons and as their 

trafficking was alter in AD, we have calculated the Progranulin/8DNF ratio in pEVs from each 

group (24, 25). Compared with control subjects, this ratio was significantly reduced in pEVs from 

M~I particip?_nts (~_10 fold) a_nd ail AD patients, e)(CE)pt_ITl_oderate st~ge of disea~e (Figure 3.E). 

The correlation between levels in pEVs of Progranulin and 8DNF strengthens their link (figure 

3.F). 

There was only a significantly difference in the Progranulin/8DNF ratio and S1008 levels between 

the control group and the AD group when ail stages of the disease were combinated. 8y contras!, 

8DNF, NSE and Progranulin levels were not significantly different in pEVs from ail AD patients 
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compared to contrai subjects. These results emphasize the importance of disease stages in the 

identification of biomarkers. 

Diagnostic accuracy of some brain derived proteins levels in total circulating extracellular 

vesicles 

The diagnostic accuracy of each biomarker has been investigated using receiver-operating 

characteristic curves (ROC). The area under the curve (AUC) pravided the discriminatory ability 

of markers with 95% of confidence intervals. Ta distinguish the contrai group and MCI patients, 

AUC for the Progranulin/8DNF ratio and N8E levels in pEVs were superior Io 0.80, indicating high 

classification accuracy (Figure 4.A-8). Pragranulin and 81008 levels offered a good 

discrimination between the MCI group and contrai participants wilh AUC of 0.783 and 0.782, 

respectively (Figure 4.C-D). ln contras!, levels of 8DNF in pEVs provided a poor differentiation 

power between MCI patients and contrai graup with an AUC of 0.697 (Figure 4.E). 

ROC analyses also provided the optimal cutoff and the diagnostic sensitivity and specificity 

corresponding, as summarized in Table 2. According Io the criteria proposed by the National 

lnstitute on Aging (NIA), the ideal AD biomarker should have a diagnostic sensitivity and 

specificity greater !han 80% (26). Our result indicated that the Progranulin/8DNF ratio in pEVs 

could be a strong MCI diagnosis biomarker wilh a sensitivity of 90.9% and a specificity of 83.3%. 

Levels of N8E and Pragranulin in pEVs provided a diagnostic sensibility of 80% and a specificity 

superior to 75%. ln contras!, levels of 81008 and 8DNF in pEVs offered a specificity and 

sensilivity inferior Io 75% for the detection of MCI subjects. 

We also found that levels of 8DNF and N8E in pEVs could be considered as robust markers Io 

dislinguish contrai participants to mild AD patients with AUC of 0.818 and 0.808, respectively 

(Figure 5.A-8). The ratio of Progranulin/8DNF and levels of 81008 were less efficient to 

discriminate patients with mild stage of AD ta contrai subjects with a AUC of 0.780 and 0.745, 

respectively (Figure 5. C-D). 

The table 3 reports the diagnostic sensitivity and specificity of each marker for the discrimination 

()f conil"OI pa_r!jcipantsa_nd rnild AP p~tients. The ratio of Prqgranulin/f!l)Nf in REVscorr~sponcjed 

Io the best marker wilh diagnostic sensitivity and specificity of 81.8% and 75%, respectively. The 

Levels of NSE and 81008 had lowest diagnostic efficiency with AUC inferior ta 75%. ln contras!, 

8DNF and Progranulin levels in pEVs presenled a poor diagnostic accuracy Io distinguish contrai 

group ta mild AD patients. 
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However, the ratio of Progranulin/BDNF and levels of BDNF, NSE, Progranulin and S100B in 

pEVs provided a poor differentiation power (AUC of 0.682, 0.559, 0.639, 0.595 and 0.694, 

respectively), for the separation between control subjects and AD patients when all stages were 

pooled (Supplemental Figure 1 ). Levels of these proteins in pEVs could not be a good discriminant 

marker to separate MCI subjects from AD patients when all stages were combined (AUC of 0.700, 

0.561, 0.653, 0.669 and 0.569, respectively) (Supplemental Figure 2). 

Relationship of brain derived proteins levels to cognitive performance 

According to the criteria proposed by the Alzheimer's disease neuroimaging initiative (ADNI), the 

relationship between the ideal prognostic biomarker and a disease parameter meaningful to the 

patient, as cognitive function, should be clearly established (27). Therefore, we examined the 

relationship between scores of Iwo cognitive tests (MMSE and MoCa) and levels of brain derived 

proteins in pEVs. 

We found a strong and positive correlation between cognitive performance assessed by MoCA 

and the ratio of Progranulin/BDNF in pEVs (Figure 6.A). There was also a relationship (negative 

correlation) between the cognitive function (evaluated by MMSE test) and levels of BDNF and 

Progranulin, individually (Figure 6.B-C). A positive correlation was observed between S100B 

concentrations in pEVs and MoCA scores (Figure 6.D). 

To note, the levels of these proteins in pEVs were not age-related (p=0.274, p=0.057, p=0.750, 

p=0.241 for Progranulin/BDNF ratio, BDNF, Progranulin and S100B, respectively). 

Discussion: 

Our present findings highlight the potential clinical utility of some brain derived proteins contained 

in total pEVs for the MCI and early AD stage detection. We have identified some proteins related 

to AD disorders in pEVs and revealed their association with cognitive scores. The ratio of 

Progranulin/BDNF was significantly lower in pEVs from MCI subjects (> 10 fold) and mild AD 

patients (> 3 fold) than in pEVs from control group. This pEVs ratio was able to classify the MCI 

group from control population with a diagnostic sensibility and specificity superior to 80%. We 

also found a significant reduction of BDNF, NSE, Progranulin and S1 OOBlevels in pEVs from MCI 

subjects compared to control participants. ln pEVs from AD patients al the mild stage, we 

observed a decrease of BDNF, NSE and S100B in comparison with control group. This panel of 

brain derived proteins in pEVs was useful for the detection of early stage of the disease but not 

for the evaluation of the disease progression. 
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Pending the availability of more specific and robust methods to isolate CNS-derived EVs, we 

proposed to use the protein cargo of total pEVs for the diagnosis of MCI and the evaluation of AD 

progression. ln fac!, there is no evidence showing that L 1 CAM-positive EVs originale from kidney, 

brain and other peripheral cell types (16, 17). Moreover, a characteristic change in bloodstream 

could reflect the pathological processes leading to AD because the brain controls many body 

functions via the release of signaling proteins and because central and peripheral inflammatory 

mechanisms are increasingly implicated in AD. lndeed, different proteomic approaches 

highlighted a dysregulation of some proteins levels related Io metabolic, neurotrophic and 

inflammatory pathways in periphery (28-30). Herein, our results strengthen the clinical utility of 

peripheral biomarkers to support MCI and AD diagnosis. 

More specifically the content of pEVs like some proteins including 8DNF, Progranulin, NSE and 

81008, can reflect central and peripheral disorders in AD. These proteins are predominantly brain 

origins but are also expressed in other non-neural cell types. Our results indicate a deficiency of 

these proteins in pEVs during the MCI phase and the early AD stage. ln neuron cells, 8DNF and 

Progranulin are co-transported in vesicles for regulating neuronal growth and survival, as well as 

synapse formation and function (25, 31-33). The reduction of lhese neuroprotective proteins 

observed in pEVs from MCI and mild AD patients and their association wilh cognitive performance 

may explain the neuronal impairment and the decreased neuronal resistance to the toxicity of AD 

pathogenic proteins. ln combination, the ratio of Progranulin/8DNF in pEVs is very sensitive and 

specific for MCI determination. During AD development, there is a central and peripheral 

inflammation and the 81008 overexpression by reactive astrocytes can be considered as a 

marker for brain damage (34-36). ln pEVs, 81008 levels are lower in MCI phase and al the 

beginning of AD and associated with cognitive performance, according Io another study that 

measure serum 81008 levels (37). Finally, NSE, a major glycolytic pathway enzyme found in all 

neurons, is another index of neuronal damage and brain glucose hypometabolism. ln the present 

study, pEVs NSE levels were reduced in MCI and mild AD patients as previously observed in 

serum and C8F (37, 38). 

Takentogetber,ouLstudy_highlightsfor the firsttime some modifications of proteinsrelated Io AD 

brain disorders in total pEVs during the development of AD and their association with cognitive 

performance. This approach could distinguish controls from MCI or AD patients al early stage but 

could no! monitor the disease progression. 

Further investigations will be required to validate our initial findings. First, future works is 

underway to validate the acquired preliminary results in larger independent cohorts. On the other 
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hand, standardized isolation, characterization and normalization methods are required to use 

pEVs in the field of diagnosis. 
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Table 1: Characteristics of patients with MCI, AD and control participants 

Gender Age MMSE scores MoCA scores 

Diagnosis n (male/female) (years) (/30 points) (/30 points) 

Controls 12 3/9 68.8 ± 1.5 29.4 ± 0.3 28.1 ± 0.5 

MCI 12 1/11 75.3 ± 1.2' 27.9 ±0.3 22.4±1.1 b 

MildAD 12 1/11 75.6±1.3 b 24.0 ± 0.5' 19.7±1.5' 

ModerateAD 12 4/8 79.1±1.1' 19.9 ± 1.4' 14.0 ± 0.9' 

SevereAD 12 2/10 83.0 ± 1.6' n.d. n.d. 

Values are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was 

performed using the one way ANOVA followed by Tukey post hoc tests (alpha = 0.05), a p < 0.05, 

b p < 0.01, 0 p < 0.001 compared to healthy controls. Abbreviations : MCI, mild cognitive 

impairment; MMSE, mini-mental state examination; MoCA, Montreal cognitive assessment; n.d., 

not determined. 

Table 2. Cutoff values to separate controls participants to MCI subjects 

Biomarker (CTR vs MCI) Cutoff (pg/mL) Sensitivity (%) Specificity (%) 

Progranulin/BDNF ratio <4.1 90.9 83.3 

NSE < 394.0 80.0 77.8 

Progranulin <475.0 80.0 75.0 

SIOOB < 554.0 72.7 70.0 

BDNF < 71.3 66.7 63.6 
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Table 3. CutQff values to separate controls participants to mild AD patients 

Biomarker (CTR vs MCI) Cutoff (pg/mL) Sensitivity (%) Specificity (%) 

Progranulin/BDNF ratio < 14.2 81.8 75 

NSE <403.0 72.7 77.8 

Progranulin ns 

SlOOB < 549.0 72.7 70.0 

BDNF < 58.1 72.7 63.6 

Figure 1: Inclusion and exclusion criteria of the study 

Assessed for ellgibility 

Patients sCl"eened 

! 
Inclusion e1•iteria: 

Exclusion criteria: 
• Age> 65 years old 

• History of psychiatrie illness • Without cognitive impairments 

( cleprcssion, schizophrenia ... ) • Or \Vith mitd cognitive l1npai1ments 

• Epilepsy (MC!) MMSE ~ 26 

• Parkinson or other • Or w:ith Alzheimer 

neW'odegenerative cliseases ' Mild (MMSE 25-22) 

• Stroke, i11fla111111ato1y disease, •Moderato (MMSE 21-14) 

prednisone, • Severe (MMSE < 14) 

iuununosuppresaive and anti- • Non-s1noker 

inflanunatory therapy 
• Diabetes 

! • Dyslipidemia !reated or nol 
• Cholestet'Ol > 6.5 
• Alcohol-dependent or withdrawal 60 snbjects included in the study 

\Vith Blood sa1nple and cognitive 
tests (MMSE and MoCA) 
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Figure 2. Characterization of total extracellular vesicles lsolated from plasma (pEVs). 
Transmission electron microscopy images revealed the characteristic shape and size of pEVs 
from a contrai participant (A). Partlcles concentrations were analyzed by Nanoparticle Tracking 
Analysis (NTA) using Nanoslght NS300 system and were expressed with means (particle 
number/ml, black line) ±standard deviation (dotted line), n=3 (B). Western blot analysis of protein 
lysates from pEVs (15µg respectively) probed for exosomal markers (TSG101 and CD63), 
cerebral markers (GFAP and L 1CAM) and negative contrai (Calnexin) (C). Total protein 
concentration of pEVs was measured with the bichinchoninic acid assay in each group. Total 
proteins were also stained with Coomassie blue to compare the pattern of total protein content in 
plasma and pEVs (D). 
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Figure 3. Levels of some brain derived proteins including BDNF, NSE, Progranulin and S100B 
(A-D) and the ratio of Progranulln/BDNF (E) in pEVs . Each point represents the value for one 
patient or control subject. The mean ± SEM for each group is shown by a horizontal line and is 
expressed in pg/ml (normalized using total protein concentration). For concentrations of BDNF, 
NSE and 81008 and ratio of Progranulin/BDNF, statistical analysis was performed using the one 
way ANOVA followed by Tukey post hoc test (alpha= 0.05) with a p < 0.05, aa p < 0.01 compared 
to healthy_contrnls; b. p <:._O. 05_compared_to_MCLsubjects;_c_p <:.O .05 comparedto mild AD-patients. 
and e p < 0.05, ee p < 0.01, eee p < 0.001 compared to severe AD patients. For Progranulin 
concentrations, statistlcal analysis was performed by the nonparametric Kruskal-Wallis test 
followed by Dunn's test (alpha = 0.05) with a p < 0.05 compared to healthy controls and b p < 
0.05, compared to MCI subjects. Scatter plots of pEVs Progranulin concentrations in relation Io 
pEVs BDNF concentrations (F). Correlation coefficients (Pearson R and R2) and p values were 
determined using Pearson correlation. The confidence interval (Cl) range was plotted in 
correlation plots (grey area). 
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Figure 4. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. The plot represents the 
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BDNF in pEVs Io differentiate control subjecls Io MCI subjects (B-E). Area under the curve (AUC) 
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Figure 6. Correlation analysis with cognitive performances and age. Scatter plots of pEVs 
Progranulin/BDNF ratio in relation ta MoCA scores (A) or age (E), pEVs BDNF levels in relation 
ta MMSE scores (B) or age (F), pEVs Progranulin levels in relation ta MMSE scores (C) or age 
(G) and pEVs S1 OOB levels in relation ta MoCA scores (D) or age (H). Correlation coefficients 
(Pearson R and R2) and p values were determined using Pearson correlation. The confidence 
interval (Cl) range was plotted in correlation plots (grey area). 
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Supplemental Figure 1. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. The plot 
represents the performance of the levels of BDNF, NSE, Progranulin and S100B (A-D) and the 
ratio of Progranulin/BDNF (E) in pEVs to differentiate control participants to AD patients (ail stages 
combined}. Area under the curve (AUC) values, standard errors (Sdt. Error), p values and 95% 
confidence intervals (Cl} are indicated on the curve. 

216 



A 
100 

80 

... f 60 

fl 40 
~ 

20 

0 
0 

BDNF [MCI vs total ADJ B 
100 

80 
,• ... f 60 

·~ 40 

AUC=0.661 "' 
Cl 95% = 0.39 to 0.72 20 
Sdt. Error = 0.087 
p = 0.632 

0 
20 40 60 80 100 0 

100°/o - Speclficlty 0Ai 

NSE [MCI vs total ADJ 

AUCa0.663 
Cl 95% = 0.48 to 0.82 
Sdt. Error = 0.086 
p = 0.148 

20 40 60 80 100 
10Do/o - Spoclflclty 1/o 

c 
100 

80 

... 
,fi' 60 

~ 
~ c 46 
~ 

20 

0 
..... 

0 

Progranulln [MCI vs total ADJ 

.. ···"~uc = o.&69 
.. •· Cl 95% "'0.52 to 0.82 

.• .. ·• Sdl. Error = 0.077 
p = 0.104 

,• 

20 40 80 80 100 
100% - Speclflclty 0!o 

S100B [MCI vs total ADJ 
D 100,---.----.-....,.--.,-.,,, 

E ProgranullnlBDNF ratio [MCI vs total ADJ 
100----------

80 

... 
~ 60 

~ 
~ 40 

20.__..-

20 

AUC=D.669 
Cl 95%., 0.36 Io 0.78 
Sdt. Error = 0.106 
p = 0.486 

40 60 80 

100% - Speclflclty o/o 
100 

80 

... 
b 60 

j 40 

20 

0 ,• 

0 

.. ······ 

.. ········ 
,• 

.. ··· 

..... ·····AOC= 0.700 

... 
,•' Cl 95% = O.fi5 Io 0.65 

Sdl. Error "'0.078 
p = 0.067 

20 40 60 80 
100o/o - Speclflclty % 

100 

Supplemental Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. The plot 
represents the performance of the levels of BDNF, NSAE, Progranulin and S1008 (A-D) and the 
ratio of Progranulin/BDNF (E) in pEVs to differentiate MCI subjects to AD patients (all stages 
combined). Area under the curve (AUC) values, standard errors (Sdt. Error), p values and 95% 
confidence intervals (Cl) are indicated on the curve. 
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Abstract 

Accumulating evidence suggests that the propagation of hyperphosphorylation of tau protein and 

the amyloid-b peptide can be mediated by extracellular vesicles (EVs) and be associated with the 

onset and the progression of Alzheimer's disease (AD). As EVs may transfer between the brain 

and the blood, we have th us hypothesized that the total plasma EVs (pEVs) may contain potential 

markers to predict the mild cognitive impairment (MCI) and AD progression. We have thus 

quantified AD-related proteins in isolated pEVs from controls, MCI and AD subjects. ln pEVs, we 

observed early changes of total tau (!Tau), amyloid precursor protein levels, and phospho-tau 

(pTau)-T181/ITau ratio from MCI subjects and laie increases of Ab42 and pTau-T181 levels from 

patients with moderate AD. lnterestingly, abnormal amyloid precursor protein levels and pîau­

T181/1Taü ratio in pEVs demonstrated a high accüracytO aefine MCI arid AD staging. Althoügh 

larger samples sizes will be needed to generate well-powered investigations, these preliminary 

results highlighted the potential of AD-related proteins enriched in pEVs as a sensitive tool for 

differentiating patients with MCI to patients with AD and monitoring AD progression 

Keywords: Exosomes, APP, Amyloid, Tau, biomarkers, MMSE, MoCA. 
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Abstract 

Background: Diabetes is considered as a risk factor for Alzheimer's ?isease, but it is yet unclear 

whether this pathological link is reciprocal. Although Alzheimer's disease and diabetes appear as 

entirely different pathological entities affecting the central nervous system and a peripheral organ 

(pancreas), respectively, they share a common pathological core. Recent evidence suggests that 

in the pancreas in the case of diabetes, as in the brain for Alzheimer's disease, the initial 

pathological event may be the accumulation of toxic proteins yielding amyloidosis. Moreover, in 

both pathologies, amyloidosis is likely responsible for local inflammation, which acts as a driving 

force for cell death and tissue degeneration. These pathological events are all inter-connected 

and establish a vicious cycle resulting in the progressive character of both pathologies. 

Objective: To address the literature supporting the hypothesis of a common pathological core for 

both diseases. 

Discussion: We will focus on the analogies and differences between the disease-related 

inflammatory changes in a peripheral organ, such as the pancreas, versus those observed in the 

brain. Recent evidence suggesting an impact of peripheral inflammation on neuroinflammation in 

Alzheimer's disease will be presented. 
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Conclusion: We propose that it is now necessary to consider whether neuroinflammation in 

Alzheimer's disease affects inflammation in the pancreas related to diabetes. 

Keywords: Amyloidosis, lnsulin resistance, Hyperglycemia, Vasculopathy, lnnate immune 

response, Microglia, Cytokines, Advanced glycation end products. 
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Statut de l'article : Soumis dans le journal of Antioxidants & Redox Signaling. 

Abstract 

Giutathione (GSH) represents the most abundant and the main antioxidant in the body with 

important functions in the brain. ln this review, we will summarize different factors invoived in the 

synthesis of GSH and on the regulation of ils homeostasis, its important role in different organelles 

and particuiarly in mitochondria. We will describe the impact of the ratio [GSH]/[GSSG] as 

rheostats of the activation of cell proliferation, apoptosis, necrosis or ferroptosis. We will highlight 

the important roles of GSH related-pathway thioredoxin, glutaredoxin and GSH systems in 

maintaining the redox balance in the brain. We will describe the important role of the antiporter 

glutamate/cysteine XC- on the crosstalk neuronal-astrocytes regulations to maintain GSH 

homeostasis in the brain. 

Oxidative stress is one of the central mechanisms in Alzheimer's disease (AD). However, most of 

studies indicate that GSH levels in the brain were broadly net altered in AD but in peripheral the 

ratio GSH/GSSG decreased in mild cognitively impairment and AD patients. We and others have 

demonstrated the important role of GSH in AD, in particular in the detoxification of advanced 

glycation endproducts and of acrolein. 
--

As the depletion of GSH appears to be associated to some age-related pathologies such as AD, 

we will discuss some current therapeutics approaches to increase the levels of GSH. Finally, we 

will explain how nanotechnology could be al the rescue of GSH deficit in brain cells and ils 

application in innovative tools as ligands of nanocarriers to enhance brain delivery of active 

compounds. 
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Abstract 

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease with several preclinical and 

clinical stages. There is growing interest in investigating early biomarkers ta adequately define 

the at-risk state which may ultimately allow preventive strategies and therapeutic agents for the 

disease- modifying status of AD. The validation of biomarkers for defining the preclinical state of 

mild cognitive impairment (MCl)/AD is the hope for defining a therapeutic window in which the 

brain remains responsive ta treatment. Biomarkers characterized with neuroimaging and in CSF 

samples are highly accurate, but they remain difficult ta generalize into clinical practice due ta the 

high cos! technology associated and the invasive nature. There is still an urgent need ta extend 

these findings ta peripheral tissue and fluids. Peripheral, blood or serum-based biomarkers 

present advantages because they are minimally invasive especially for large scale studies and 

for repeated measures. However, the search and validation of reliable peripheral biomarkers is a 
- - - - ----- - - --- - -

great challenge because blood profile represents an accumulation of the alterations in all tissues. 

Cumulative studies have reported abnormal levels of antioxidants and oxidative stress in AD and 

in mild cognitive patients (MCI) in bath the brain and the blood stream. There are still several 

controversial data that require more refine studies, with rigourous and frequent monitoring of 

these biomarkers during the course of cognitive decline. 

222 



13 ANNEXE V: ARTICLES EN PRÉPARATION 

Titre: Regulation of Neurotrophic and lnflammatory Factors in Extracellular Vesicles as 

Potential Early Peripheral Markers for AD diagnosis: Impact of the Apolipoprotein E4 allele 

Auteurs de l'article: Mohamed Raâfet Ben Khedher 1•2, Mohamed Haddad 1•2 , Danielle 

Laurin3
•
4

•
5

•
6

•
7

, Charles Ramassamy 1
•
2

• • 

1 -INRS-lnstitut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada, 

2 -Institut sur la Nutrition et les Aliments Fonctionnels, Laval University, QC, Canada, 

3 -Centre d'excellence sur le vieillissement de Québec, Québec, QC, Canada, 

4 -CHU de Québec-Université Laval Research Center, Québec, QC, Canada, 

5 -Department of social and preventive medicine, Faculty of medicine, Laval University, Québec, 

QC, Canada; 

6 -lnstitute of nutrition and functional foods, Québec, QC, Canada, 

7 -Faculty of pharmacy, Laval University, Québec, QC, Canada, 
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Abstract 

Introduction: Considerable body of evidence now links early disturbed endosomal pathway 

function to apolipoprotein E4 variant (ApoE-e4) and the risk of progression to Alzheimer's disease 

(AD). We tested the influence of ApoE-e4 presence on a candidate patterns of specialized 

neuronal proteins measured in peripheral extracellular vesicles (pEVs) and in plasma from 

cognitively impaired not demented (CIND) patients. 

Methods: The levels of 15 neurodegenerative, neurotrophic and neuroinflammatory proteins 

were quantified in plasma and pEVs of healthy volunteers and CIND subjects stratified upon the 

presence of ApoE-e4 allele. 

Results: The NPTX-2/a-Syn ratio measured in pEVs was able to predict AD onset among ApoE­

e4+ CIND individuals. 

Discussion: Our findings support an active raie of ApoE-e4 variant in altered endosomal protein 

processing and suggests that the pEVs NPTX-2/a-Syn ratio can serve as a useful antemortem 

biomarker for AD susceptibility within CIND subjects. 
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Abstract 

Methylglyoxal (MG) is a major precursor of advanced glycation end products (AGEs) formation. 

MG and AGEs are involved in the pathophysiology of neurodegenerative diseases such as 

Alzheimer's disease. Anthocyanins are natural phenolic compounds that possess antiglycation 

activity. The main of this study is to determine whether a naturally occurring anthocyanin, 

cyanidin-3-0-galactoside (C3G) protect neuronal cells against MG-induced toxicity. We have 

evaluated the hydrogen peroxide (H202)-trapping capacity, the anti glycation and anti Ap 

aggregation capacity of C3G. The effect of C3G on MG induced cellular oxidative stress and tau 

phosphorylation were evaluated used SK-N-SH neuronal cells. Our results showed that C3G 

reduced the formation of fluorescent AG Es in bovine serum album in and in AP mediated by MG. 

Moreover, C3G reduced AP aggregation produced by Ap and MG incubation. C3G directly trapped 

H202 in a concentration dependent manner. On neuronal cells challenged with MG and a 

glutathione inhibitor, low concentration of C3G improved neuronal survival. These neuroprotective 

effects were supported by a decrease in intracellular reactive oxygen species and 

hyperphosphorylated tau. These data suggest that C3G protects against MG-induced protein 

glycatign andaggregation and oxidative dam_age by scavenging free ragicals_and MG. Here, using 

C3G could delay neuronal death in neurodegenerative diseases related to oxidative stress. 
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