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"{INTRODUCTION

Ou premiére approche de la maladie d’ Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer représente un probléme majeur de santé publique
de par sa prévalence importante dans la population 4gée, de par la sévérit¢ de
son tableau clinique et de par ’absence de traitement curatif. Cette affection
neuro-dégénérative se caractérise par la présence de plaques séniles et la
dégénérescence neurofibrillaire. C’est 1’association de ces deux types de 1ésions
qui caractérise la maladie d’Alzheimer car chacune d’entre elle peut étre
retrouvée dans d’autres pathologies. La protéine pamyloide et la protéine tau en
sont les constituants principaux. La premiére précipite dans le coeur des plaques
séniles, les parois vasculaires et les dépdts diffus; la seconde, sous forme
hyperphosphorylée, entraine la dépolymérisation des microtubules axonaux.

Cette maladie a un déterminisme génétique trés hétérogéne. Les cas les
plus fréquents sont des formes sporadiques tardives pour lesquelles des facteurs
de risque comme la présence de I’alléle €4 du géne de I’apolipoprotéine E ont
été¢ déterminés. Dans les cas les plus rares a début précoce et a transmission
autosomique dominante, trois geénes ont été déterminés : I'un codant pour le
précurseur de la protéine famyloide, les deux autres codant pour des protéines,

les présénilines 1 et 2.




Une fois les plaques séniles et la dégénérescence neurofibrillaire
installées, les protéines Pamyloide et Tau qui les constituent vont produirent des
radicaux libres oxygénés qui vont générer des dommages cérébraux et induire la

mort neuronale.




“1CHAPITRE 1:
Les signes cliniques et les diagnostics de la maladie

d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée
par des troubles de la mémoire, puis du langage, de la reconnaissance puis des
activités gestuelles. Au fur et & mesure de l;évolution de la maladie, on
portera un diagnostic de « maladie d’Alzheimer possible », puis
de « maladie d’Alzheimer probable » en fonction de critéres cliniques trés
spécifiques. Le diagnostic de « maladie d’Alzheimer certaine » ne peut étre
fait qu'aprés examen neuropathologique post-mortem du cerveau (I-1) et
I’observation de dépbts de substance amyloide et de neurones en
dégénérescence neurofibrillaire en abondance dans les régions
hippocampiques et corticales associatives (cortex préfrontal temporal
supérieur, pariétal). Cet examen montre qu’il y a environ 15% d’erreurs de
diagnostic clinique dans les meilleurs centres hospitalo-universitaires.

Actuellement, les efforts de la recherche se portent avant tout sur

1”¢élaboration d’un diagnostic précoce et d’une thérapeutique spécifique.




1.1 Signes cliniques et évolution de la maladie d’ Alzheimer

Les signes cliniques présentent une grande hétérogénéité inter- et intra-
individuelle. Ils regroupent troubles cognitifs, du comportement et de
I’humeur (I-9).

11 existe des signes d’appel :

- Pertes fréquentes de la mémoire récente : c’est le signe d’appel le

plus précoce et le plus fréquent.

- Difficulté pour la réalisation des activités quotidiennes (courses,
repas...)

- Difficultés de langage, recherche des mots simples.

- Désorientation temporelle et spatiale, souvent précoce.

- Pertes de jugement et de capacité a prendre des décisions.

- Difficultés pour les raisonnements abstraits, le calcul, 1'intégration
de nouvelles connaissances. Rangement d’objets a des endroits
incongrus puis oubli.

- Difficultés de reconnaissance d’autrui, en particulier des personnes
proches.

- Variation du comportement (agitation, déréglement du sommeil) et
d’humeur trés rapide avec agressivité, voire violence, surtout

verbale. Les troubles affectifs, comme le désintéressement pour ses
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proches, et comportementaux sont trés souvent associés a une
dépression.

- Modification de la personnalité avec apathie', irritabilité,
égocentrisme.

- Pertes d’initiatives et de motivation, passivité.

Apathie : absence ou baisse de 1’affectivité avec indifférence, absence de
réaction aux stimulations psychiques et inertie physique.

Ces signes entrainent des difficultés relationnelles avec I’entourage et
perturbent la vie sociale d’autant plus que s’y ajoutent un déni de la maladie
et une anosognosie’.

2Anosognosie : méconnaissance totale ou partielle des troubles par la
personne atteinte.

Une fois déclarée, la maladie évolue en différents stades :

- Premier stade, forme légére : langage conservé mais perte de la
mémoire des faits et gestes tres récents. Troubles de I’attention. Les
patients peuvent &tre aphasiques’ et/ou apraxiques’ et/ou
agnosique*35 . Tous les signes apparaissent en deux & quatre ans, dans
un ordre variable selon les patients.

3 Aphasie : Trouble du langage comportant une perturbation soit de la
compréhension, soit de 1’expression, soit des deux.

4 Apraxie : Incapacité 4 effectuer un mouvement volontaire, malgré les

fonctions motrices intactes.
® Agnosie : Incapacité a reconnaitre des objets, malgré des fonctions
sensorielles imntactes.
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- Deuxiéme stade, forme modérée : phase d’état avec une démence
massive et des troubles psychotiques associés.
- Dernier stade, forme sévére: les signes s’aggravent, la

dépendance augmente.

1.2 Le diagnostic neuropathologique

Le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine n’est établi que
lorsqu’on a démontré la présence de deux types de lésions en grande
quantité : _

- les plaques séniles qui se colorent avec la thioflavine et le rouge

Congo

- La dégénérescence neurofibrillaire que I’on peut visualiser avec

des anticorps anti-protéine Tau pathologique (I-4).
Cette association est caractéristique de la maladie (I-2) et en particulier la
hiérarchisation de ’invasion de la dégénérescence neurofibrillaire ; région
hippocampique puis cortex temporal, puis ensemble du cortex et nombreux
noyaux corticaux.
La dégénérescence neurofibrillaire est systématiquement présente dans la
région hippocampique des personnes dgées de plus de 75 ans. Le processus

dégénératif de la maladie se développe d’abord silencieusement, définissant
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une phase infraclinique qui peut durer plusieurs dizaines d’années car la
dégénérescence neuronale est d’abord compensée par les neurones encore
fonctionnels. Quand la compensation sera insuffisante, les premiers signes
cliniques apparaitront. A ce stade, les lésions cérébrales seront déja
nombreuses, le diagnostic précoce est théoriquement possible. Les atteintes
des régions corticales associatives permettront ensuite de diagnostiquer la
maladie possible puis probable. Au dernier stade de la maladie, le processus
dégénératif a gagné la totalité des régions cérébrales et quelques régions sous-

corticales.
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- Progression du processus neurodégeénéralif
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Figure 1 : Les différentes étapes du diagnostic de la maladie d'Alzheimer
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1.3 Le diagnostic clinique

Il se réalise en I’absence de marqueurs biologiques de la maladie et se
fait du vivant du patient. Il consiste a rechercher Phistoire de la maladie :

- interrogation de ’entourage

- exploration neuropsychologique et comportementale
Les troubles de la mémoire (I-3) sont les premiers symptomes et leur
association progressive a d’autres troubles (langage, gestuelle,
reconnaissance) font penser au diagnostic de la maladie d’ Alzheimer.
Des erreurs de diagnostics sont dues a d’autres pathologies
neurodégénératives (démence fronto-temporale ou démence avec corps de
Léwy par exemple). De plus, la pathologie vasculaire se surajoute
fréquemment aux maladies neurodégénératives.

Le diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer comporte donc trois étapes

(1-5).

1.3.1 Affirmer la démence

Cette étape est délicate au stade préliminaire de la maladie, lorsque le
tableau clinique se résume a des troubles mnésiques relativement isolés ou se
présente sous la forme d’un état dépressif. Il faut alors s’aider de tests

neuropsychologiques pour différencier un oubli bénin d’une démence
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débutante ou d’une dépression. Un tel examen est essentiel, le patient doit étre
convaincu de sa nécessité. Le bilan neuropsychologique dure une heure trente
a deux heures, et le patient doit porter ses lunettes et appareils auditifs
habituels. Les tests visent a évaluer les différentes fonctions cognitives.

Parmi les plus utilisés pour ’exploration de la mémoire, le test de
Grober et Buschke permet de s’assurer que le patient a bien enregistré les
mots qu'on lui demande de retenir, et de faciliter la récupération de
’information aprés un certain délai en fournissant des indices de rappel.

La mémoire visuelle est étudiée par 1’épreuve de rétention visuelle de
Benton : le patient doit se souvenir de figures géométriques simples qui lui
ont été présentées et les reproduire.

Les tests ne se bornent pas a évaluer les fonctions mnésiques : ils
portent également sur le langage, les praxies (gestes élémentaires), la pensée
abstraite. Un petit test couramment utilisé au cabinet médical, le Mini Mental
Status Test de Folstein (MMS), réalisable en une dizaine de minutes, évalue
de facon globale les fonctions cognitives (mémoire, orientation, langage,
praxies).

Les résultats obtenus a ces différents tests sont trés variables en
fonction du contexte (émotivité, refus), de 1’dge et du niveau socio-culturel du
sujet. Un score normal ne permet donc pas d’éliminer le diagnostic de

démence.
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1.3.2 Eliminer une cause potentiellement curable

Un certain nombre de pathologies peuvent entrainer une
symptomatologie proche de la démence. Il importe donc d’établir un bilan
comportant, outre I’examen clinique, différents examens biologiques et
radiologiques, afin d’éliminer toutes les causes possibles d’états mimant la

démence et qui, parfois, sont réversibles sous l'effet d’un traitement

approprié.

Causes médicamenteuses : beaucoup de médicaments, en particulier
les psychotropes, mais aussi les médicaments de certaines affections
neurologiques (antiparkisonniens), entrainent parfois, notamment chez le sujet
agé, des troubles confusionnels pouvant se confondre avec une démence.
L’amélioration clinique a ’arrét du médicament permet d’affirmer le réle de

ce dernier.

Causes métaboliques : certaines insuffisances endocriniennes, comme
I’hypothyroidie = ou  I’hypocalcémie,  doivent étre  recherchées

systématiquement grice a un bilan biologique classique.
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Causes neurochirurgicales : le tableau clinique de I’hydrocéphalie a
pression normale associe des troubles de la marche, une incontinence urinaire
et une détérioration intellectuelle. L’amélioration des symptdmes dans les
heures ou les jours qui suivent une ponction lombaire de liquide
céphalorachidien plaide en faveur du diagnostic.

L’hématome sous-dural chronique ou les tumeurs cérébrales peuvent avoir un
tableau clinique qui €voque une démence. Le scanner ou l’imagerie par
résonance magnétique permet d’étudier la morphologie du cerveau et de

déceler ces lésions.

Causes toxiques : ’intoxication éthylique chronique est responsable
d’une maladie relativement rare de nos jours, le syndrome de Korsakoff
(trouble de la mémoire portant sur des faits récents et de fabulations, souvent
en liaison avec des troubles de la personnalit¢é et du comportement).
L’intoxication chronique au monoxyde de carbone contenu dans le gaz
carbonique provoque des troubles du comportement, mais sans détérioration
intellectuelle globale. De nombreuses autres substances toxiques sont
responsables d’une confusion chronique: aluminium, arsenic, bismuth,

lithium, manganése, mercure, plomb...

18




1.3.3 Différencier la maladie d’ Alzheimer des autres démences

Apres avoir affirmé la démence et écarté les causes potentiellement
curables, encore faut-il rapporter la pathologie au cadre de la maladie
d’ Alzheimer. Cette derniére étape demeure difficile en raison de I’absence de
marqueurs spécifiques. Elle consiste a éliminer par 1’interrogatoire, I’examen
clinique et divers examens complémentaires, les démences vasculaires puis

les autres démences dégénératives.

Les démences vasculaires résultent d’un défaut d’irrigation de
certaines zones du cerveau suite a un infarctus, a des hémorragies cérébrales
multiples ou a des Iésions diffuses et de petite taille. Les facteurs de risque
sont ceux de [D’athérosclérose. L’évolution se déroule par paliers,

contrairement au déclin lent et progressif de I’ Alzheimer.

La maladie de Pick ¢t les démences fronto-temporales se traduisent
par des troubles majeurs du comportement et de la personnalité (levée
d'inhibition, délire, perte des convenances sociales, conduites stéréotypées,
impulsivité, boulimie...). Ces troubles liés a une atteinte de la zone frontale
du cerveau, sont souvent précoces alors que les troubles mnésiques sont
discrets a ce stade. En revanche, les troubles de I’humeur et du langage sont

fréquents. L’orientation dans 1’espace et les praxies restent intactes. Le
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diagnostic de maladie de Pick repose sur des 1ésions cellulaires spécifiques
alors que les démences fronto-temporales correspondent a une atrophie du

lobe frontal sans signe histologique distinctif.

La chorée de Huntington est une affection neurodégénérative
d’origine génétique. Elle se caractérise par ’apparition de mouvements
anormaux involontaires et par une détérioration intellectuelle. Le langage est
peu atteint. L.’aggravation est progressive et les troubles sont ressentis de

fagon trés douloureuse par les patients.

La maladie de Steele-Richardson ou paralysie supra nucléaire
progressive comporte des troubles cognitifs et une atteinte de la voie
extrapyramidale, entrainant une diminution de la rapidité¢ et de 1’agilité des
gestes. Il 8’y associe une atteinte de la motricité oculaire responsable d’une

paralysie dans la verticalité du regard.

La maladie de Parkinson s’accompagne parfois, en cours d’évolution,
d’une démence sous-corticale relativement facile & identifier du fait que la
pathologie principale est déja reconnue et traitée. Les troubles sont dominés
par un grand ralentissement intellectuel, mais la mémoire immédiate et la

mémoire a long terme sont longtemps préservées.
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La maladie a corps de Léwy, associe des éléments démentiels 4 des
troubles neurologiques comparables a éeux que I’on observe dans la maladie
de Parkinson (syndrome extrapyramidal): mouvements involontaires,
difficulté de décontraction musculaire, diminution de la spontanéité, de la
rapidité¢ et de I’agilit¢ des gestes. S’y ajoutent parfois des phénoménes
hallucinatoires caractéristiques par la richesse de leur expression (le patient ne
décrit pas une vision vague, mais des éléments trés précis). Une autre
spécificité de cette pathologie est la sensibilité aux médicaments
neuroleptiques, utilisés pour traiter les états délirants ou hallucinatoires :

méme a faible dose, ils sont trés mal supportés.

1.4 Le diagnostic génétique

Le diagnostic génétique est rendu possible grice 4 la découverte des
mutations engendrant des formes familiales a transmission autosomique
dominante a début précoce (vers 55 ans). Comme nous le verrons plus loin,
ces mutations modifient le catabolisme de I’amyloid protein precursor (APP)
(I-6) en favorisant deux facteurs qui agissent sur 1’agrégation de la protéine
Bamyloide : la longueur (42 acides aminés plutdt que 40) et la quantité. Les

génes mutés recherchés sont :
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- Le géne du précurseur de la protéine amyloide : on a relevé une
vingtaine de familles porteuses du gene défectueux = ce type de
mutation est relativement rare.

- Le géne des présénilines 1 : défectueux dans un tiers des cas de
formes familiales (1-7).

- Le géne des présénilines 2 : la mutation n’a ét€¢ décelée que dans
deux familles a début tardif (I-7).

La moitié des formes familiales n’a pas encore d’explication moléculaire ¢t le
ou les geénes impliqués ne sont pas encore découverts. De plus, ces formes
familiales sont rares : il y aurait 1000 cas en France, soit 0.3% de I’ensemble
des cas.

Nous verrons qu’un autre gene joue également un rdéle dans le
développement de maladie d ‘Alzheimer: il s’agit du géne de
PapolipoprotéineE (I-8). Les mutations n’étant pas spécifiques de la
maladie, la recherche de celles-ci peut aider au diagnostic mais n’a aucune

valeur prédictive.
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1.5 Le diagnostic biochimique

11 est fait a partir de tissu nerveux central autopsique en utilisant des
marqueurs biochimiques. Il est possible de quantifier 1a substance amyloide
des plaques séniles en dosant la protéine Bamyloide insoluble dans le tissu
nerveux. D’autre part, la dégénérescence neurofibrillaire est quantifiée en
dosant les protéines Tau anormalement phosphorylées.

En utilisant les deux marqueurs Bamyio‘ide et Tau, il est possible de
faire un diagnostic biochimique dont la spécificité et la sensibilité sont

proches de 100%.
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Figure 2 : Quantification de protéine Bamyloide dans des échantillons cérébraux

La protéine Bamyloide synthétique sert de témoin interne (Ap1-42). La protéine famyloide est détectée en grande quantite
chez les patients atteints de maladie d’ Alzheimer (A1, A2 et A3). Chez les témoins, la protéine est absente ou en faible
quantité.
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Figure 3 : Analyse des protéines Tau pathologiques (55, 64 et 69)

Chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer (4)
et chez des témoins dgés (T)

25



1.6 Le diagnostic biologique

I consiste en la recherche d’un marqueur biochimique
périphérique dans le liquide céphalo-rachidien qui est susceptible de
contenir des antigénes issus des 1ésions spécifiques de la maladie et de donner
des informations précieuses. Cette approche est encore du domaine de la

recherche médicale.

Les marqueurs connus de la maladie d’ Alzheimer ne sont pas assez
spécifiques et sensibles. La recherche de nouveaux marqueurs se poursuit,
qu’ils soient cliniques, épidémiologiques, génétiques, biochimiques ou

biologiques.
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“ICHAPITRE 2 :
Les facteurs génétiques impliqués dans la maladie

d’ Alzheimer

Environ 85% des cas de maladie d’ Alzheimer ne sont pas dus & un défaut
génétique spécifique et sont caractérisés par une survenue relativement tardive,
typiquement entre 65 et 85 ans. Cependant, certaines familles développent des
formes de maladie d’Alzheimer autosomiques dominantes & pénétrance
complete ce qui signifie que les porteurs de mutations développeront
inexorablement la maladie vers ’dge de 55 ans : c’est le cas des génes codant
pour le précurseur de la protéine B-amyloide (APP) et les présénilines 1 et 2.
Parali¢lement a ces formes de maladie d’ Alzheimer dites « a début précoce », il
existe d’autres systemes génétiques qui prédisposent a la maladie mais qui ne
I’imposent pas forcément, comme 1’alléle €4 du géne codant pour

Papolipoprotéine E (1I-1).
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Figure 4 : Répartition des formes génétiques et sporadiques de la maladie

d'Alzheimer
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Figure 5 : Facteurs de susceptibilité des formes sporadiques
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Figure 6 : Facteurs de susceptibilité des formes héréditaires

2.1 Géne de I’apolipoprotéine E et maladie d’Alzheimer

L’apolipoprotéine E (ApoE) plasmatique est I’'une des composantes des
lipoprotéines riches en triglycérides. Elle a pour fonction de transporter les
protéines dans le plasma et d’assurer une liaison spécifique entre les
lipoprotéines et les récepteurs cellulaires adéquats. L’ apolipoprotéine E est
une protéine de 299 acides aminés, produite dans de nombreux tissus,
majoritairement dans le foie. Mais sa synthése est également effectuée dans les
astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules de Schwann et la microglie. C’est
pourquoi I’ apolipoprotéine E est présente en quantité¢ notable dans le liquide
céphalo-rachidien.

Il existe trois isoformes de 1’ apolipoprotéine E codées par un géne situé

dans la région q13.2 du chromosome 19 (1I-2).
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ROFORME T ALLEE % CODON il T CODONTISE
L e ) 82. . i g ___7 _ o _ CYS _

Tableau I : Proportions de chaque isoforme de P’apolipoprotéine E dans la

population européenne (Strittmatter et Roses, 11-3)

2.1.1 Radles de I’ apolipoprotéine E au niveau du SNC

Pour rechercher le r6le de 1’ apolipoprotéine E dans le SNC normal et
pathologique, il faut d’abord déterminer les sites de synthése de I’ARNm codant
pour I’ apolipoprotéine E et son mécanisme de régulation. Dans cet objectif,
Caillet-Boudin (1999) a démontré d’une part la capacité des cellules de type
neuronal & synthétiser des ARNm codant pour I’ apolipoprotéine E et d’autre
part que la modulation de cette synthése se faisait soit par différenciation
cellulaire au NGF (Neuritic Growth Factor), soit par la présence d’

apolipoprotéine E exogene.

L’ apolipoprotéine E est impliquée a différents niveaux :

30




- maintien de I’intégrité¢ du SNC lors du vieillissement

- réparation, croissance, maintenance de la myéline et des membranes
axonales pendant le développement d’une 1ésion et apres celle-ci

- croissance neuritique

- stabilité du cytosquelette

- neurotoxicité

- processus pathologiques

2.1.2 Incidence du génotype (11-9)

Une étude de Farrer ef al. en 1997 a montré que la proportion de porteurs
de T'alléle €4 est significativement plus €levée chez les patients atteints de

maladie d’Alzheimer que dans la population témoin.

£3/e3 £3/¢4 gd/ed g2/g”
TEMOINS 61 21 1 17
MALADES | 36 41 15 8

Tableau II : Pourcentage des différents génotypes chez les patients atteints

de maladie d’ Alzheimer par rapport a une population témoin
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Le risque relatif d’étre atteint de maladie d’Alzheimer en prenant €3/e3 comme
génotype de référence est multiplié par (II-4) :

- 2.7 pour le génotype €3/e4

- 12.5 pour le génotype e4/e4

- 0.6 pour le génotype €2/€3
Le risque étant plus €levé avec le génotype €4/e4 qu’avec £3/e4, Palléle €4 est
donc un facteur de susceptibilité alors que le génotype €2/e3 a un effet
protecteur car le risque est moindre par rapport au génotype de référence.

L’importance du risque conféré par Pallele €4 et sa fréquence dans la
population posent la question de sa responsabilité dans I’observation de
plusieurs cas au sein d’'une méme famille (Campion et al. 11-5). Martinez ef al.
(1998) ont donc étudi¢ 1176 apparentés de premier degré de 275 propositus

atteints de maladie d’Alzheimer dont le génotype ApoE était connu :
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' APPARENTES ~ GENOTYPE DU PROPOSITUS
e3/3 |  e3ed edled

(. Rlsqued’ét}e . e . -

atteint de MA & 30 46 | 61

90 ans (%)
[ Porteurs d'au
moins 1 alléle €4 14 58 : 90
(%)

Tableau III : Transmission de Ia maladie d’Alzheimer (MA)

&4 est donc un facteur de risque majeur montrant une agrégation familiale
importante (46% et 61%). L’observation de plusieurs cas dans une méme famille
peut résulter des effets de ce facteur de risque surtout chez les apparentés
d’homozygotes. Mais I’agrégation (30%) de maladie d’ Alzheimer observée dans
les familles de propositus de génotype £3/€3 est due en partie a un autre facteur
de risque car ’all¢le €4 n’expliquerait au plus que Ia moitié des cas observés
(seulement 14% des apparentés sont porteurs d’au moins un allele €4 alors que
30% sont atteint de maladie d’Alzheimer). 11 faut donc rechercher d’autres

facteurs de susceptibilité (11-6).
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2.1.3 Polymorphisme du promoteur du géne de 1” apolipoprotéine E et o

2-macroglobuline

Le contr6le de ’expression du géne de I’ apolipoprotéine E pourrait étre un
facteur déterminant de la maladie d’Alzheimer. En effet, trois polymorphismes
dans le promoteur ont ét€¢ décrit associé a une augmentation du risque de

développer la maladie (II-7):

- -491T
- 427CT
- Th1/E47c¢s
Au niveau cérébral, le pourcentage d’expression de 1’all¢le €4 est fonction
du polymorphisme Th1/E47¢cs et en particulier de son alléle T. De plus, ce
polymorphisme augmenterait la quantité de protéine Pamyloide (forme longue)

déposée dans le cerveau des patients alzheimeriens (Charlier-Harlin ef al. 1999).

Concernant 1’a. 2-macroglobuline (A2M), il a été montré que la délétion
de la région 5 d’épissage de I’exon 18 (A2Mdel) favorisait 1’apparition de la
démence. Physiologiquement, I’ o 2-macroglobuline est une protéase qui

pourrait contribuer a I’élimination des dép6ts amyloides.
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Bergé-Lefranc et al. (II-8) ont étudié 1’incidence de tous ces facteurs de

susceptibilité : alléle €4, allele T de Th1/E47cs et A2Mdel.

Tde

AZMdel

edetion T
Th1/E47¢s
nombre de
patients 26/47 53/94 14/47 42/47
ayant cet
ali¢le
“Fréquence
génotypique 55 56 29.8 89.4
(%)

Tableau IV : Fréquence génotypique des différents alléles a risque

En considérant a la fois les deux loci apolipoprotéine E et o 2-macroglobuline,

seulement 4/47 patients ne présentent aucun alléle a risque.
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2.2 Les génes des présénilines 1 et 2

Les présénilines constituent une famille de protéines situées sur les
membranes intracellulaires. On en connait deux : la préséniline 1, la plus
importante, et la préséniline 2, codées par des génes situés respectivement sur
les chromosomes 14 et 1. Ces génes ont une expression ubiguitaire et plusicurs
épissages alternatifs ont été caractérisés selon les tissus.

La préséniline 1 est une protéine de 467 acides aminés comprenant de VI a
VIII domaines transmembranaires et une grande boucle hydrophile entre les
domaines transmembranaires VI et VII a orientation cytoplasmique. La
préséniline 2 comprend 448 acides aminés et posséde 67% d’homologie avec la
séquence de-la préséniline 1. Les présénilines existent a la fois sous forme de
protéine enticre de 55kDa et de deux fragments (N-terminal de 28kDa et C-
terminal de 18kDa) résultats d’un clivage endoprotéolytique en position 298

dans la partie proximale de la grande boucle hydrophile (11-9).
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Figure 7 : Structure transmembranaire de la préséniline 1 avec indication des sites de mutation

Chaque rond noir indique une substitution différente par un autre acide aminé.

La fléche situe la zone de clivage.
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Dans le cerveau, les présénilines sont largement exprimées en particulier
au niveau du cortex, de I’hippocampe, du thalamus, du locus coeruleus et du
bulbe olfactif. L’expression est majoritairement intraneuronale, faiblement
gliale. Au niveau intracellulaire, elles sont localisées sur les membranes du
réticulum endoplasmique, du Golgi et du noyau.

L’utilisation de souris knock-out a permis d’envisager le rble normal des
présénilines dans le développement embryologique. En effet ces souris
dépourvues du géne préséniline 1 meurent rapidement d’un trouble sévére de
I’embryogenése du systéme nerveux et du squelette axial. Les présénilines 1 et
2 ne sont pas redondantes car la seule absence de préséniline 2 a également des

conséquences sur le développement.
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2.2.1 Les mutations des présénilines

Plus de 50 mutations différentes de la préséniline 1 ont été rapportées (11-

9). Voici quelques exemples :

MUTATION | CHERCEURS AGE AGE | remarques
DEBUT DECES

" Met139Lys | Dumanchin ef 37 47 | précoce
al. 1998

" Del43Phe | Rossoretal | Pénétrance
1995 Indemne a I’4ge de 68 ans incompleéte

T Leu235Pro | Campioneral | 29-34 36| trés précoce
1996

Leu392Val Roagev et al. 39-52 41-68 trés précoce
1995

Tableau V : Exemples de mutations de la préséniline 1

Par contre, les mutations de la préséniline 2 sont plus rares : codon 141

ou 239. L’4ge d’apparition de la maladie en cas de mutation est variable : de 45

a 85 ans.
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2.2.2 Conséquences des mutations des présénilines 1 et 2 (1I-10, 11-11)

- @ fragilisation des neurones

Dans les cultures cellulaires et les souris transgéniques, les présénilines
mutantes provoquent une augmentation de la production de la forme longue
de la protéine Pamyloide. Il y aurait donc un lien direct avec la formation de
dépots amyloides dans le cerveau. L équipe de Mattson ef al. 1998 montre que
les neurones exprimant la préséniline 1 mutante deviennent trés vulnérables a
des agressions comme 1’exposition a la protéine famyloide ou la suppression de

facteurs de croissance.

- @ perturbations de I’homéostasie calcique

La dysrégulation du calcium plasmatique augmenterait la production de
radicaux libres par la mitochondrie et conduirait a la mort cellulaire par
apopftose.
Les drogues qui bloquent la libération du calcium du réticulum ou ’entrée de
calcium par les canaux de la membrane plasmique pourraient donc prévenir

I’apoptose dans les cellules exprimant la préséniline mutée.
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Figure 8 : Effets des mutations des présénilines
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- @ augmentation de la protéine Pfamyloide

L’équipe de Dumanchin ef al. en 1999 a mené une étude sur la mutation
Leu392Val dans le but d’identifier les protéines cérébrales susceptibles
d’interagir avec cette forme mutée de la préséniline 1.
L’étude a montré que deux protéines pouvaient se fixer sur la boucle mutée :

- la d-catenine impliquée dans ’adhésion cellulaire et la transduction des

signaux intracellulaires

- une petite GTPase, Rabll, impliquée dans la régulation du transport

vésiculaire. Rabl1 interagit également avec la boucle hydrophile de Ia
préséniline 2, analogue de la préséniline 1.
L’équipe de Dumanchin suppose donc que le métabolisme anormal du
précurseur de la protéine amyloide pourrait étre lié a une altération du
transport vésiculaire qui conduirait a I’augmentation de production de la forme

longue de la protéine Bamyloide.

42




2.3 Le geéne du précurseur de la protéine B-amyloide

Le précurseur de la protéine B-amyloide, protéine d’environ 700 acides
aminés, est codé par un geéne situé sur le chromosome 21. C’est une grande
protéine transmembranaire qui est exprimée dans les neurones et les cellules
gliales dans tout le systéme nerveux et dans bien d’autres tissus. Aprés sa
synthése dans le neurone, le précurseur de la protéine $-amyloide est transporté

le long de I’axone et s’accumule dans les terminaisons présynaptiques (11-12).

2.3.1 Réle normal du précurseur de la protéine B-amyvloide

Dans les conditions physiologiques, I’a-sécrétase hydrolyse le précurseur
de la protéine B-amyloide au milieu de sa séquence famyloide, prévenant donc
sa formation et libérant un produit appelée APPa sécrété par I’extrémité de
I’axone. L’ APPa. joue un rdle dans les processus d’apprentissage et de mémbire.
De plus, il protége les neurones des lésions dues au stress oxydatif et a

I’agrégation de plaques séniles (II-13, I1-14).

2.3.2 De la mutation du précurseur Bamyloide a la mort neuronale

Le schéma de la page suivante montre que (II-10) :

43




Dendrite
post-synaptique

@© PPAcS

aome AL

La baisse du p iel électrique
(donc de I'excitabilité neuronale)
en présence de PPACLs améliore
la résistance cellulaire.

Axone
présynaptique

*3

Glutamate

Réceptour NMDA T —
o [ Métabolisme de I'APP dans I’ Alzheimer |

Corps
cellulaire

Figure 9 : De la mutation du précurseur pamyloide 2 la mort neuronale
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® Le métabolisme protéolytique normal du précurseur de la protéine fB-
amyloide libére une forme sécrétoire de la protéine (S-APPa). La liaison de la S-
APPo, a ses récepteurs post synaptiques provoque une augmentation du taux de

GMP cyclique.

@ L’augmentation du taux de GMP cyclique active les canaux potassiques et le

facteur de transcription NF«B.

® Il en résulte une diminution de D’excitabilité¢ neuronale, objectivée par

I’enregistrement du potentiel électrique transmembranaire.

@ 11 en résulte également un accroissement de la résistance a la mort cellulaire.

© Des mutations du précurseur de la protéine B-amyloide ou des modifications
du tissu cérébral liées a I’4ge (accroissement du stress oxydatif, diminution de

I’apport énergétique) alterent le clivage enzymatique du précurseur.

® Le taux de S-APPa est diminué et le taux de protéine PBamyloide est

augmente.

© Cette demicre favorise P'action du glutamate et ’entrée du calcium dans le

neurone post-synaptique.
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O 11 en résulte la mort neuronale.

2.3.3 Mutations et incidences

Plusieurs mutations ont été découvertes :

NOM MUTATION MUTATION | AUGMENTATION DE BA
T R T T B coumeﬂongue
Rouen Val715Met : Forme longue
“”Fionda S _. L 113716\]31 R F_(_)ﬁhe longﬁe ____________
London |  Val7i7le | Forme longue
“London | Va7i7Gly | Formelongue
London | Val717Phe | Forme longue

Tableau VI : Exemples de mutations du géne de I'APP et de leurs effets
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Ces différentes mutations entralnent un clivage anormal du précurseur de
la protéine B-amyloide par les secrétases P et y de part et d’autre de la région
correspondant a la protéine P-amyloide. La protéine Pamyloide produite est

donc intacte (II-15).
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Figure 10 : Action des sécrétases a, p ety sur le précurseur Bamyloide
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Alors que la quantité d’APPa est diminuée, la protéine Bamyloide, et en
particulier sa forme longue de 42 acides aminés, est sécrétée en plus grande
quantité (II-16, 11-17). Cette forme longue a une neurotoxicité plus importante
que la PBamyloide dite courte car elle constitue des dépdts amyloides diffus et
initie la formation de plaques séniles (Shinkai et al, 1997) préfe’rentiellément
dans le cortex et I’hippocampe (Johnson-Wood et al, 1997). Les plaques séniles
sont formées de dépdts sphériques de substance amyloide, d’un diamétre de 5 &
100 um. La substance amyloide possede des propriétés physico-chimiques
caractéristiques : coloration par la thioflavine et le rouge congo, insolubilité due
a sa conformation en feuillets plissés B des constituants protéiques (II-1). Les
plaques séniles occupent le domaine extracellulaire du tissu nerveux central et
sont distribuées dans la majeure partie du néocortex. La substance amyloide est
aussi retrouvée dans les parois vasculaires, notamment dans les artérioles
cérébrales et dans les arteres leptoméningées. Alors que certains dépdts sont
constitués uniquement de substance amyloide, d’autres sont entourés par des
neurites en dégénérescence neurofibrillaire. Il s’agit des plaques neuritiques. La
dégénérescence neurofibrillaire correspond a I’accumulation de filaments
pathologiques, les paires de filaments associés en hélice, dans le corps cellulaire
et les prolongements neuritiques des neurones en dégénérescence. Les paires de
filaments sont constitués de protéines Tau pathologiques anormalement

phosphorylées.
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2.3.4 Effets toxiques de la protéine Bamyloide

- @ Elle interagit avec les protéines responsables de I’homéostasie ionique

Comme nous le verrons plus loin, la protéine Bamyloide est susceptible de
former des radicaux libres oxygénés qui provoquent la peroxydation des
lipides membranaires. Cette peroxydation lipidique libére du 4-
hydroxynonenal qui établit une liaison covalente avec les protéines
membranaires mises en jeu dans la régulation de ’homéostasie ionique et
perturbe leur fonction.

Ces protéines sont la Na'/K" ATPase et la Ca™ ATPase (1I-18, II-19).

Une étude de Wood et al. (11-20) réalisée chez la souris montre que I’activité
de la Ca”™ ATPase est diminuée de 50% quand 5% du cholestérol de la
membrane synaptique est oxydé. L’activité de la Na'/K' ATPase n’est

perturbée qu’apres 40% d’oxydation du cholestérol.

- @ Elle augmente la sensibilité des neurones a la toxicité du glutamate (11-

21, 1I-22, 1I-23)

Ceci explique pourquoi seuls les neurones, et non les cellules gliales,
dégénérent et meurent dans la maladie d’Alzheimer. En effet, les neurones

sont des cellules hautement excitables et ils transmettent 1’excitation en
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libérant dans la fente synaptique un neurotransmetteur excitant: le
glutamate.

Les neurones qui expriment des récepteurs au glutamate (=NMDA) sont
vulnérables 4 la destruction par excitotoxicité, mécanisme par lequel
I’activation des récepteurs dans de mauvaises conditions provoque une entrée
massive du calcium et désorganise les composants structuraux et les voies

métaboliques.
Par ailleurs, la PA, en s’agglomérant en plaques séniles, diminue la
fluidité membranaire. Miller et al. en 1992 a montré que cette diminution

était une des causes d’ouverture du NMDA dans de mauvaises conditions.

- O Elle endommage les mitochondries

En augmentant le taux de calcium intracellulaire, la protéine Pamyloide
altétre le métabolisme des mitochondries et augmente la production de

radicaux libres et notamment d’anions superoxydes O, " (11-24).

- @ Elle modifie les transporteurs du glucose

La peroxydation lipidique diminue I’aptitude des cellules cérébrales a capter
le glucose. Il en résulte une carence en énergie et la mort par apoptose

(11-25).
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- OElle s’agglomere en plaques séniles

La protéine Pamyloide s’accumule au niveau extracellulaire et forme des
structures sphériques d’environ 40 pum de diamétre appelées plaques (II-1).
Ces dernicres revétent deux formes : la forme diffuse qui ne forme pas
d’agrégat et n’est pas pathologique et la forme insoluble en feuillet plissé p
qui se dépose dans le cerveau et forme les plaques séniles. La transformation
des plaques diffuses en plaques séniles est sous I’influence des interactions
avec 1’ apolipoprotéine E (all¢le £4), du stress oxydatif et de nombreux autres

facteurs intervenant dans la maladie d’ Alzheimer.

2.4 Dysrégulation du calcium et production des radicaux libres de I’oxygéne

(1I-10)

Figure 11 page suivante.
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L’élévation du taux de calcium intracellulaire, qui survient dans les
neurones exposés au glutamate ou a la protéine PBamyloide, induit un stress

oxydatif.

© L’augmentation des concentrations de Ca®* intracellulaire altére le
métabolisme des mitochondries, accroissant la production de radicaux libres et
notamment d’anions superoxydes O,". Normalement la superoxyde dismutase
(SOD) transforme O," en H,0,, celui-ci est transformé en eau par I’action d’une
catalase et de glutathion peroxydase (GSH Px).

Mais des radicaux hydroxyles (OH’) hautement réactifs peuvent étre produits en
présence d’ions ferreux (F ¢*). Ces radicaux vont alors léser la membrane et

faciliter I’action délétére de la protéine Bamyloide.

@ e Ca*", avec la calmoduline, active la NO-synthase (NOS), ce qui produit
des radicaux d’oxyde nitrique (NO), lesquels réagissent avec O,” . Cette
réaction forme du peroxynitrite (ONOO"), qui peut lui aussi endommager les
acides nucléiques et les protéines, et déclencher la peroxydation lipidique de la

membrane malgré I’action du glutathion (GSSG/GSH).

® 1’ion Ca®' favorise ’action de la phospholipase A, et la libération d’acide
arachidonique. Celui-ci est détruit par la lipoxygénase et la cyclo-oxygénase,

donnant naissance a de nombreux médiateurs pro-inflammatoires.
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2.5 Résumé des facteurs génétiques et de leur conséquence (11-26, 11-27)

Toutes ces mutations génétiques ont en commun de favoriser la formation
de plaques séniles et la dégénérescence neurofibrillaire (schéma récapitulatif
page suivante).

A : Les dysfonctionnements du précurseur de la protéine famyloide conduisent
a son catabolisme anormal, libérant ainsi la protéine Bamyloide, essentiellement
sous sa forme de 42 acides aminés. Cette derni¢re s’agrége sous forme de
plaques amyloides sous I'influence d’autres cofacteurs (I’apolipoprotéine E,
complément...). Les plaques séniles s’accumulent dans la presque totalité¢ de la
substance grise du cortex cérébral. Les dysfonctionnements du précurseur (A)
ou la neurotoxicité de la protéine Bamyloide (B) provoquent la dégénérescence
du neurone. Les premiers affectent essentiellement les neurones (A’),
provoquant simultanément ou secondairement la production de la protéine
Bamyloide (B’).

C: Le processus de dégénérescence neurofibrillaire se manifeste par
I’accumulation de filaments pathologiques, les paires de filaments en hélice,
dans les neurones. Elles sont constitués de protéines microtubulaires Tau

hyperphosphorylées.
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D : Les neurones en dégénérescence meurent. Les débris cellulaires sont digérés
par les cellules gliales.
E : Le processus neurodégénératif envahit le cortex cérébral et provoque

I’altération de toutes les fonctions intellectuelles.
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“ICHAPITRE 3 :

Stress oxydatif et maladie d’ Alzheimer

Quel que soit le mécanisme que 1’on privilégie pour rendre compte de la
pathogenése de la maladie d’Alzheimer, 1 faut expliquer I’existence de Iésions
et méme de mort cellulaire.

Les radicaux libres impliqués dans de nombreux aspects du vieillissement,
jouent également un réle délétére au niveau cérébral, d’autant plus que le
métabolisme oxydatif est particulierement important dans le cerveau.

Les cellules cérébrales des victimes d’ Alzheimer sont soumises & un stress
oxydatif d’une intensité inhabituellement élevée, qui joue un rdle central dans
les dommages subis par les neurones et leur mort. Des analyses de tissus
cérébraux alzheimeriens ont montré que les neurones en voie de dégénérescence
présentaient des taux élevés d’oxydation des protéines, des lipides membranaires
et de PADN (1II-1, III-2, III-3). Les produits de peroxydation lipidique sont
augmentés dans les neurones associés a des plaques amyloides. Certains de ces
produits s’accumulent méme dans le LCR et peuvent représenter un marqueur
clinique de la progression du processus dégénératif.

Les taux de protéine Bamyloide et de fer sont augmentés parall¢lement a
la dégénérescence neuronale dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, ce qui suggére qu’ils puissent induire la peroxydation lipidique.
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Des altérations des taux des enzymes antioxydantes sont aussi associées a

I’accroissement du stress oxydatif des neurones.

3.1 La substance Bamyloide productrice de radicaux libres

La protéine Pamyloide stimule la production d’espéces oxygénées
réactives au niveau intracellulaire. L’exposition d’une culture de neurones
hippocampiques a la protéine Pamyloide est responsable d’une augmentation
des taux de divers radicaux oxydants et des lésions des lipides membranaires,
des protéines et de I’ADN médiées par les radicaux libres. Dans des cultures de
neurones, la protéine Pamyloide augmente le taux de peroxyde OH
intracellulaire et donc la peroxydation des lipides membranaires(IlI-4, I1I-5, II1-
6). De plus, d’une part la toxicité des dépbts amyloides est fonction de son
niveau d’agglomération et d’autre part I’agrégation est favorisée par des

éléments oxydants(111-7, I11-8). Il existe donc un mécanisme d’auto-entretien :

Dépots de protéine Bamyloide

Production de radicaux libres oxygénés > radical peroxyde OH
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Hensley et al. (III-9) ont montré par spectroscopie par résonance
électromagnétique que la protéine Pamyloide était une source de radicaux
libres(I11-9, I11-10) dont la toxicité était maximale quand le taux d’agrégation
était le plus important, L’acide aminé de la protéine Bamyloide impliqué est la
méthionine en position 35 qui peut réagir avec une espéce oxygénée et former

un sulfoxyde.

3.2 Implication des radicaux libres oxygénés (RLO) dans le métabolisme

de P APP

Des ions métalliques, en se fixant sur le domaine extracellulaire du

précurseur de la protéine Bamyloide, vont modifier sa protéolyse et augmenter la

production de protéine famyloide.

3.2.1 Le précurseur fixe le cuivre (II) qu’il réduit en cuivre() (ITI-11)

Le précurseur de la protéine Bamyloide (APP) a la capacité de lier et de

réduire le cuivre (II).
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Réduction du cuivre

APP-Cu’* » APP-Cu"
Oxydation des cystéines
D’une part, seul le complexe APP-Cu (1I) est sensible aux réactions d’oxydo-
réduction. D’autre part, le précurseur ne peut pas se lier puis réduire d’autres
jons métalliques comme Fe**, Ni**, Co®, Mg”. C’est pourquoi c’est une
réaction d’oxydoréduction trés spécifique du précurseur de la protéine

Bamyloide et du cuivre.

3.2.2 Réaction avec le peroxyde d’hydrogene H,O,

Une fois que le complexe APP-Cu’ est formé, le peroxyde d’hydrogéne
arrache un électron au cuivre (I) pour former des espéces radicalaires :
H,0,+ Cu® —> OH +OH +Cu®
La production de radicaux libres modifie I’état redox intracellulaire aux dépends

des défenses antioxydantes. Il y a donc stress oxydatif.
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La peroxydation lipidique modifie la fluidit¢ membranaire et perturbe
I’homéostasie des ions bivalents. Ces deux facteurs favorisent le dépdt de
substance amyloide et la formation des plaques séniles.

Tous les acides aminés sont des cibles de 1’attaque de OH mais proline,
arginine et lysine sont des cibles préférentielles. Les protéines oxydées sont
ensuite détruites par les protéases qui sont activées par I’augmentation du taux
de calcium intracellulaire. L’état redox intracellulaire est encore modifié : il y a

accentuation du stress oxydatif.

3.2.3 Role de la superoxyde dismutase Cu-Zn (SODCu-Zn)

L’étude de la SODZn-CU et de ’héme-oxygénase-1 (HO-1), deux marqueurs
du stress oxydatif, a été réalisée sur des coupes de cerveau de souris
transgéniques dans lesquelles on a transfecté un géne codant pour le précurseur

de la protéine B-amyloide avec une mutation rendant la maladie précoce

(Pappolla et al. 111-12).
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Figure 14 : Immunomarquage avec des anticorps anti-SODZn-CU (A et B)
et antiHO-1 (C et D) chez des souris dgées transgéniques (A et C) et

normales (B et D)
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Les résultats sont les suivants :

- les souris transgéniques dgées surexpriment la SODZn-CU et la HO-1
A : souris transgénique + anticorps anti-SODZn-CU
B : souris normale + anticorps anti-SODZn-CU
C : souris transgénique + anticorps antiHO-1
D : souris normale + anticorps antiHO-1
Les anticorps antiHO-1 révelent la présence de fines granules y compris
dans les régions dépourvues de dépdts amyloides : la surcharge oxydative due a
cette oxydase s’étend donc au-dela des dépdts visibles. Par coitre, les anticorps

anti-SODZn-CU sont exclusivement confinés autour des plaques.

- les souris transgéniques jeunes ne surexpriment aucune enzyme et

aucun dépot amyloide n’a pu étre détecté.

Cette expérience suggere donc que la surexpression des enzymes SOD et HO-1

soit due & la présence des plaques amyloides.
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These soutenue par : DELPHINE TETU
Titre : FACTEURS GENETIQUES ET STRESS OXYDATIF IMPLIQUES

DANS LA MALADIE D’ALZHEIMER

“iCONCLUSION

Affection perpétuellement en évolution grice aux avancées de la
recherche quant a son étiologie et donc a I’adaptation de ses modes de
diagnostics et a ses stratégies thérapeutiques, la maladie d’Alzheimer reste une
contradiction pour le patient et son entourage. En effet, les phases démentielles
s’alternant avec les phases asymptomatiques de la méme facon qu’une
pathologie maniaco-dépressive, le patient peut perdre ses repéres et parfois se
retrouver dans des situations extrémes. Parfois autonome, parfois non,
I’entourage ou le personnel soignant doit jongler entre ces deux états. Un patient
régulier de 1'officine pouvait par exemple passer plusieurs jours en
indépendance totale chez lui et telle un vice, la maladie d’Alzheimer le faisait
subitement basculer dans une démence totale. Dans de telles conditions, lorsque
le patient se souvient de ses phases d’autonomie et que ses derniéres sont
relativement longues, la famille essaie souvent d’adapter son emploi du temps

afin d’aider au mieux le patient dans ses tiches quotidiennes. Mais ceci

66




demande une grande disponibilité et surtout une proximité. C’est pourquoi le
placement en institut spécialisé reste le dernier recours. Ceci est valable pour les
patients les plus 4gés mais quel avenir est réservé a ceux qui développent les

formes précoces de la maladie ? La recherche y travaille.

Vu et permis d’imprimer

Grenoble, le A% A&(’: ‘2\1—\95/

Le Doven Le Président de thése : /

AM. ROUSSEL
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