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GENERALITES

La maladie d'Alzheimer est la cause de démence la plus courante
chez les personnes agées. Elle représente un probléme socio-économique
majeur dans les pays industrialisés ot l'espérance de vie est croissante. A
I'inverse d'autres maladies neurodégénératives telles que la maladie de
Parkinson, aucun traitement symptomatique n'existe. Néanmoins, au
cours de ces dix derniéres années, la compréhension des phénomenes
étiopathogéniques a progressé de fagon fulgurante. L'accumulation
anormale extracellulaire d'un peptide, sous forme de dép6ts amyloides et la
perte neuronale, liée a 'agrégation intracellulaire de protéines modifiées
du cytosquelette sous la forme de paires de filaments en hélice, sont les
deux événements majeurs responsables de la démence chez les patients
atteints de la maladie d'Alzheimer. Toutefois si la cause de la maladie
d'Alzheimer est encore méconnue, un certain nombre de facteurs
favorisants ont été identifiés. La présence de formes familiales et
lI'identification de mutations situées sur le géne du précurseur du peptide
amyloide font soupgonner une prédisposition génétique. De nombreux
facteurs exogénes ont également été proposés tels I'aluminium, des agents
infectieux (de type prions ou virus lents), ou encore les traumatismes
cérébraux. Plus récemment, d'autres hypothéses ont aussi été envisagées:
réponse immunologique liée a la présence d'auto-anticorps, ou encore des
processus oxydatifs avec la formation de radicaux libres.

Il est probable que la maladie d'Alzheimer ne soit pas le résultat d'un
seul agent causal mais apparaisse plutdt comme l'aboutissement d'une
combinaison de facteurs génétiques, environnementaux, entre autres.

L'hétérogénéité de cette maladie appuie cette hypotheése. Pourtant du point
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de vue neuropathologique, la maladie d'Alzheimer est considérée comme

une entité unique malgré cette hétérogénéité.
intéressds & un aspect de la

Dans notre travail, nous nous sommes
maladie d'Alzheimer: 'amyloidose et plus particuliérement les relations

protéine amyloide et glycosaminoglycannes/protéoglycannes. En effet, les
amyloidoses systémiques et cérébrales ont la particularité d'avoir en
commun ces mémes constituants: les glycosaminoglycannes. Ce sont des
polysaccharides sulfatés liés de fagon covalente a un axe protéique. La
glycoprotéine résultante est dénommée protéoglycanne. Dans la maladie

d'Alzheimer, ils s'accumulent dans les dépots amyloides et les neurones en

dégénérescence.

Dans un premier temps, nous décrirons brievement la maladie
d'Alzheimer sous ces aspects cliniques, neuropathologiques, génétiques,
biologiques et biochimiques. Puis, la structure et le rodle des

glycosaminoglycannes dans I'amyloidose seront définis.
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1 Aspects cliniques:

La démence résulte d'une affection cérébrale qui détériore
progressivement la fonction intellectuelle provoquant des troubles majeurs
de la personnalité et de I'adaptation sociale.

La définition de la maladie d'Alzheimer est anatomo-clinique. Son
diagnostic reste difficile malgré la somme considérable de travaux qui lui
ont été consacrée dans les deux derniéres décennies. Sa prévalence semble
de toute facon avoir été sous-estimée. L'étude des maladies
neurodégénératives a montré que la maladie d'Alzheimer est la forme la
plus commune de démence sénile (Evans et al., 1989) et qu'environ 11 % de
la population agée de plus de 65 ans et jusqu'a 50 % des individus agés de
plus de 85 ans répondent aux criteéres diagnostiques validant une "maladie
d'Alzheimer probable” (McKhann et al., 1984) en fonction d'échelles

d'évaluation neuropsychologique (Evans et al., 1989).

1.1 ]a démence de la maladie d'Alzheimer

1.1.1 Les signes cliniques

La sémiologie de la maladie d'Alzheimer comporte des troubles

cognitifs, des troubles du comportement et des signes neurologiques.

A) Les troubles cognitifs

La _mémoire
Les troubles de la mémoire sont quasi toujours les premiers en
date: leur apparition est insidieuse et volontiers mise sur le compte de l'age.

Primaire ou mémoire & court terme

0N

Elle est caractérisée par une faible capacité a restituer une
grande quantité d'information (de l'ordre de 7 £ 2 items) dans un temps
court (de quelques secondes a quelques minutes). Dans le cas de la maladie

d'Alzheimer, elle est principalement évaluée en clinique par une variante
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du paradigme de Brown-Peterson (restitution d'une liste de trois mots apres
une breve activité interférente). Cette mémoire a court terme est tres
précocement altérée dans la maladie d'Alzheimer. Elle semble due a une
diminution globale des capacités de traitement de l'information (Morris,
1986).

Secondaire ou mémoire A long terme

Elie est caractérisée par une capacité illimitée dans la durée et la
quantité d'informations stockées. Ce systéme distingue une mémoire
automatique (ou implicite) et une mémoire explicite (épisodique et
sémantique). Dans la maladie d'Alzheimer, 'ensemble est compromis.
Néanmoins, il faut distinguer ce qui est caractéristique de la démence de
type Alzheimer. Les atteintes de la mémoire automatique et épisodique
sont analogues a ce qui est rencontré dans les syndromes amnésiques; cela
reflete une altération des systémes hippocampiques et septaux. Au
contraire, comme la mémoire primaire, l'atteinte de la mémoire
sémantique est propre a la maladie d'Alzheimer. Ceci est lié a une atteinte
globale du cortex cérébral et a I'étendue des lésions cérébrales (Derouesné,

1991).

Le noyau aphaso—apraxo-agnosique

Aphasie

Les troubles du langage sont considérés avec les troubles
mnésiques comme les troubles cognitifs les plus fréquents. Ils sont
retrouvés dans 40 a 100 p. cent des cas. Le langage écrit est souvent plus
rapidement altéré que le langage oral. Le manque du mot est précoce ainsi

qu'une réduction dans les épreuves de fluence verbale.
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Apraxie
Les perturbations des réalisations gestuelles sont tres
fréquentes dans la maladie d'Alzheimer. Elles provoquent une difficulté a
se servir des objets usuels comme les objets ménagers, les outils de

bricolage, les couverts, ce qui réduit de fagon importante l'autonomie du

4]

SLOCNE,

patient. L'apraxie réflexive et l'apraxie constructive sont ies plus pré
Agnosie
Elle est essentiellement visuelle et est beaucoup moins étudiée.
Au cours de l'évolution, une difficulté a reconnaitre les visages peut

apparaitre (prosopagnosie).

B) Les signes neurologiques

Extrapyramidaux

Une augmentation du tonus musculaire est fréquemment
rencontrée au cours de la maladie d'Alzheimer. Cette rigidité
extrapyramidale, pouvant étre associée a une akinésie, est parfois difficile a
différencier d'une rigidité d'opposition. L'intensité de l'hypertonie cst
corrélée avec la sévérité de la démence. Une dyskinésie buccofaciale a
également été décrite.

Myoclonies 7
Elles ont été rapportées dans 10 p. cent des cas et

principalement dans des démences séveres.

C) Les troubles comportementaux

Dépression

Elle a d'abord été considérée comme une réaction
psychologique du malade & la diminution de ses capacités intellectuelles,

mais elle pourrait étre une complication spécifique en rapport direct avec
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les lésions de la maladie d'Alzheimer (Derouesnd, 1991). Etant donné la
présence d'une démence, cette dépression est difficilement mesurable par
les criteres de diagnostic généralement utilisés pour les démences
"primaires”. Les fréquences varient selon les études de 15 a 57 p. cent
(Lazarus et al., 1987).

Comportements psychopathologiques

La réduction des activités

Dans la vie quotidienne, le patient réduit son activité pour
éviter de se trouver dans des situations qui lui seront difficiles a résoudre.
Ainsi, de fagon tres précoce, il est courant d'observer chez le malade des
comportements passifs tels qu'une perte de l'initiative, un émoussement
affectif, ou une anxiété. Plus tardivement, la réduction des activités
témoigne de l'incapacité a les réaliser du fait des troubles mnésiques et
praxiques.

Les comportements d'agitation

Certains malades ont des conduites stéréotypées, ils réalisent
des taches sans raison. Les fugues sont également courantes, et des
comportements agressifs sont parfois observés, plus volontiers chez des
patients méconnaissant leurs troubles (anosognosiques).

Les manifestations psychotiqgues

Des hallucinations sont décrites dans 5 a 20 p. cent des cas. Les
malades ont parfois des idées délirantes: idées de vol et d'abandon ou
présentent des manifestations hypochondriaques.

Autres

Des perturbations du comportement alimentaire, et plus
rarement du comportement sexuel ont été signalées. Une incontinence

sphinctérienne est fréquemment rapportée lorsque la démence est évoluée.
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1.1.2 L'hétérogénéité de la maladie d'Alzheimer

Si la maladie d'Alzheimer se définit selon les caractéristiques
cliniques décrites ci-dessus, elle posséde également une grande
hétérogénéité dans sa présentation.

A) Selon l'age de début

La maladie d'Alzheimer a été classiquement séparée en forme
présénile, débutant avant 65 ans, et en forme sénile (Amaducci et al., 1986).
Les études anatomo-cliniques actuelles ont mis en dévidence que cette
distinction n'est pas justifiée, et ces deux formes ont été regroupées sous la
méme appellation (McKhann et al., 1984).

Trois formes sont néanmoins différenciées: la premiere est la
démence présénile "classique" avec une symptomatologie homogéne
incluant un noyau aphaso-apraxo-agnosique (Chui et al., 1985); elle peut
également incorporer des formes séniles. La forme sénile est subdivisée en
deux sous-groupes. La "démence sénile de type Alzheimer" est caractérisée
par des symptomes pariétaux marqués alors que la "démence sénile simple”
se manifeste par des troubles de la mémoire, une désorientation et une
réduction du langage, sans prédominance de signes pariétaux
(Constantinidis et Richard, 1985).

B) Selon les signes cliniques

Aphasie
Comme nous l'avons vu, elle représente un élément essentiel
dans le diagnostic de la maladie d'Alzheimer. Néanmoins, elle n'est pas
observée chez tous les patients: sa présence semble dépendre de la sévérité
de la maladie et de sa durée au moment de l'examen (Selnes et al., 1988).
Au contraire, elle pourrait étre révélatrice chez les patients ayant une
vulnérabilité particuliere de I'hémisphere gauche (Jagust et al., 1987; Green

et al., 1990).



-18-

Les manifestations focales

Un certain nombre de cas avec des déficits neurologiques
focaux ont été rapportés a une maladie d'Alzheimer (confirmée par biopsie
ou autopsie) tels que des cas avec un déficit moteur (Jagust et al., 1990; Golaz
et al., 1992); avec syndrome pariétal droit (Crystal et al., 1982) et finalement
d'autres avec des troubles visuo-spatiaux (Benson et al., 1988; Berthier et al.,
1991; Hof et al., 1989; 1990).

Les signes extrapyramidaux

L'existence d'un sous-groupe de patients avec signes
extrapyramidaux a été mise en évidence par de nombreux auteurs (Pearce,
1974; Molsa et al.,1984; Stern et al., 1987).

C) Selon l'évolufion

L'évolution peut étre représentée par le modele en trois étapes
(Gustafson, 1985). La premiere étape insidieuse, est dominée par les troubles
mnésiques quel que soit 'age de début. La deuxiéme étape est dominée par
les signes corticaux tels aphasie, apraxie et agnosie alors que les troubles
mnésiques s'aggravent. Des troubles de la personnalité apparaissent et le
contrdle émotionnel s'émousse. La derniére est caractérisée par une atteinte
sévere et diffuse des fonctions intellectuelles, aboutissant 2 une démence
évoluée et a la mort en quelques mois.

Il existe aussi a tout age des formes o1 I'aggravation est lente
(Mayeux et al.,, 1985). Certains travaux ont suggéré que signes
extrapyramidaux, myoclonies, détérioration intellectuelle sévére, sexe
masculin et altération importante des activités étaient des éléments
prédictifs d'une évolution défavorable (Stern et al., 1987) et d'un déces plus
précoce (Heyman et al., 1987). Il existe aussi une corrélation entre sévérité
de l'aphasie et mortalité ou institutionnalisation précoce a degré égal de

détérioration intellectuelle (Knesevich et al., 1985).



-19-

D) Selon les critéres génétiques

La plupart des cas de maladie d'Alzheimer sont sporadiques
mais une prédisposition génétique existe. Les études de cas familiaux ou de
jumeaux suggérent une transmission autosomique dominante. Un certain
nombre de mutations dans les cas d'Alzheimer familiaux ont été tres
récemment mis en évidence (Goate et al., 1991; Chartier-Harlin et al., 1991;

1992) au niveau du géne du précurseur amyloide (voir paragraphe 3.2.1).

E) Selon les critéres d'imagerie

Le scanner-X et I'imagerie par résonance magnétique nucléaire
mettent en évidence une atrophie cérébrale caractérisée par un
élargissement des sillons corticaux et des ventricules. L'atrophie dépend du
stade évolutif de la maladie et de la sévérité de la démence avec toutefois
un chevauchement important des résultats entre patients et témoins (Leys
et al.,, 1989a). L'évaluation de l'atrophie temporalé et hippocampique
permet mieux de différencier les patients des témoins (Scheltens et al,,
1992a). Ces outils radiologiques ont également permis d'individualiser un
sous-groupe de patients avec des anomalies de la substance blanche
(Scheltens et al., 1992b).

Méme si un hypométabolisme temporo-pariétal bilatéral est
caractéristique, les teéhniques d'imagerie métabolique, tomographie
d'émission de positon (PET-scan) ou monophotonique (SPECT) ont
identifié des sous-types métaboliques et leur correspondance avec des sous-

types cliniques distincts (Leys et al., 1989b; Weinstein et al., 1992).
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1.2 Le diagnostic clinique

Le diagnostic de démence est étayé par une évaluation neuro-
psychologique. La précocité et la validité de ce diagnostic dépendent de la
qualité des méthodes utilisées, ce qui explique le réle des épreuves
psychométriques dans la mise en évidence de la détérioration des activités
cognitives.

1.2.1 Les échelles d'évaluation

Il existe un certain nombre de tests psychométriques. Les plus utilisés
sont 1'échelle de Blessed (Blessed et al., 1968 - annexe III), le mini mental
test (Folstein et al., 1975 - annexe IV), l'échelle de Reisberg (Reisberg et al.,
1982) et l'échelle d'intelligence de Wechsler pour adultes (WAIS-R)
(Wechsler, 1989). Il existe également des échelles d'évaluation
psychocomportementales telle 1'échelle de Hamilton (Hamilton, 1967) qui
donne des informations sur 1'état thymique du patient.

1.2.2 Les criteéres diagnostiques
A) DSM III R (Diagnostic and statistical manual of mental disorders

)

Les criteres de démences dégénératives primaires du DSM III
de l'association américaine de psychiatrie (American Psychiatric
Association, 1980, révisé en 1987) ont permis un pas important vers un
choix judicieux des critéres diagnostiques de démence. Néanmoins, la
plupart des équipes spécialisées préfere utiliser des criteres plus spécifiques
de la maladie d'Alzheimer, en particulier ceux du NINCDS-ADRDA.

B) NINCDS-ADRDA

Les critéres du National Institute of Neurological Disorders
and Stroke (NINCDS) et de l'Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (ADRDA) (McKhann et al., 1984) apparaissent étre les plus



21-
fiables. Ils définissent trois stades de diagnostic: probable, possible et certain
(annexe V).

C) Le diagnostic différentiel

L'élimination d'autres causes de démence notamment
curables, nécessite la réalisation d'un certain nombre d'examens
complémentaires comme une tomodensitométrie cérébrale, un bilan
thyroidien et sanguin. Un score élevé a I'échelle de Hachinski et coll. (1975)
donne des arguments en faveur du diagnostic de démence par infarctus

multiples.

1.3 Les traitements

Si la recherche d'une thérapie tentant de corriger les troubles
mnésiques a montré la multiplicité des anomalies de neurotransmission, le
traitement, & proprement parler, de la maladie d'Alzheimer n'existe pas.
Des essais ont été réalisés ou sont en cours de réalisation pour l'activation
des systemes de neurotransmission cholinergique, aminergique, et
neuropeptidergiques (ACTH, Arg vasopressine) et l'inhibition des systémes
GABAergique et opiacés. L'approche glutamatergique est plus délicate de
part le caractere excitotoxique de ce neurotransmetteur. Il a été aussi
envisagé d'agir sur les phénomeénes biologiques qui conduisent a
I'accumulation des constituants des lésions neuropathologiques tels que la
protéolyse ou la phosphorylation. De méme, l'utilisation de facteurs
trophiques et de greffes cellulaires a été proposée (pour revue, Pomponi et .
al., 1990). Néanmoins, ces essais thérapeutiques sont rendus difficiles du fait

de I'hétérogénéité de la maladie.
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2 Aspects neuropathologiques

2.1 L'atrophie cérébrale

2.1.1 Les données macroscopiques

Le poids des cerveaux de patients atteints de maladie d'Alzheimer est
en dessous de la normale par rapport aux cerveaux controles. Néanmoins,
ces résultats, valables pour une population donnée, ne le sont pas pour un
individu particulier, et ne peuvent donc pas étre considérés comme critére
diagnostique. En effet, ils ne tiennent pas compte de l'effet de cohorte: le
poids moyen du cerveau s'est en effet accru au cours du siecle. Il n'est donc
pas possible de comparer sans biais le poids du cerveau de personnes nées a
quelques décennies d'intervalle (Miller et Corsellis, 1977).

A) Atrophie corticale

Elle est diffuse et n'est significative que pour les lobes temporal
et frontal chez les patients 4gés de plus de 75 ans. Le lobe occipital est le plus
souvent épargné. L'atrophie corticale se traduit par un rétrécissement des
circonvolutions et un élargissement des sillons.

B) Dilatation ventriculaire

Dans les cas séveéres, une dilatation des ventricules latéraux et
du III*me ventricule peut étre observée. Elle est sans doute liée a une
réduction de volume de la substance blanche.

2.1.2 Les données microscopiques

A) La perte neuronale

Contrairement au vieillissement cérébral normal ol s'observe
une diminution de volume des grands neurones, il existe une véritable
perte neuronale dans la maladie d'Alzheimer de l'ordre de 22 & 26 p. cent

(Terry et al., 1981; Mountjoy et al., 1983).
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B) La réponse gliale

Elle est caractérisée par une gliose astrocytaire (Mandybur et
Chuirazzi, 1990) et une présence de microglie a la périphérie des lésions
(Perlmutter et al., 1990b). Les cellules microgliales contigués aux dépots
amyloides sont considérées par certains comme une réponse a une
agression (Ohgami et al., 1991) et par d'autres comme un élément
fondamental dans I'amyloidose (Perlmutter et al., 1990b; Wisniewski et al.,
1991).

C) Les lésions

La maladie d'Alzheimer est caractérisée par deux grands types
de lésions neuropathologiques: les neurones en dégénérescence
neurofibrillaire et les dépots amyloides (Figure I). La nature de ces lésions
sera exposée dans les prochains paragraphes. Il faut noter que ces lésions
sont trouvées également chez les trisomiques 21 (Syndrome de Down).
Chez ces sujets, les dépo6ts amyloides sont détectés vers 20 ans et la

dégénérescence neurofibrillaire vers 35 ans (Mann et al., 1989a, b, ¢).

2.2 La dégénérescence neurofibrillaire

2.2.1 La description des Iésions

A) Microscopie électronique

La dégénérescence neurofibrillaire est caractérisée par
I'accumulation intraneuronale de paires hélicoidales de filaments (PHF)
(Figure II). Ces PHF ont été décrites pour la premiere fois en 1963 par Kidd.
Les filaments ont un diametre de 10 a 12 nm et forment une hélice d'un pas

de 80 nm.



Figui‘e II

Réaction immunocytochimique réalisée avec un anticorps anti-tau révélé par un
anticorps secondaire couplé a l'or colloidal (20 nm de diametre). Noter I'amas de
filaments en hélice. Les particules d'or sont trouvées principalement sur les PHF.
Echelle = 300 nm.

Ces clichés nous ont été gracieusement fournis par le Dr. André Défossez,
INSERM U156, Lille.
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B) Microscopie optique

Techniques histochimiques

Propriétés argyrophiles

Les PHF possedent des propriétés argyrophiles et peuvent étre
mises en évidence par de nombreuses imprégnations argentiques (Gallyas,
1971; Campbell et al., 1987). Par ces colorations, il est possible de visualiser le
périkaryon des neurones en dégénérescence, mais aussi des neurites en
dégénérescence. Ces derniers se présentent sous la forme de "virgules”
dispers¢es dans le neuropile. Ils sont parfois regroupés sous la forme
d'amas sphériques ou trouvés a la périphérie des dépodts amyloides (plaques
séniles et angiopathie dyshorique) (Delacourte et al., 1987; Lenders et al.,
1989).

Structure en feuillets £ plissés

Certains neurones et neurites en dégénérescence
neurofibrillaire peuvent étre visualisés par des colorants de la substance
amyloide tels que le rouge Congo et la thioflavine S. Par conséquent, les
constituants des PHF ont probablement une structure en feuillets £ plissés.

Technigues immunohistochimigues

Les PHF sont des structures tres insolubles et aucune séquence
n'‘a pu étre déterminée chimiquement. Néanmoins, elles ont pu étre
purifiées grace a ce caractere insoluble. Ces PHF isolées ont été injectées a
des lapins pour produire des immunsera dirigés contre les PHF. Un certain
nombre de constituants ont été ainsi décrits tels que les protéines tau,
I'ubiquitine, les protéoglycannes et le peptide A4.

Les anti-protéines tau

De nombreuses équipes ont démontré que les protéines tau
sont les constituants majeurs des PHF (Brion et al.,, 1985; Delacourte et

Défossez, 1986, Grundke-Igbal et al., 1986; Kosik et al., 1986, Nukina et al.,
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1986; Wood et al., 1986) (Figure II). Ces anticorps permettent la visualisation
des neurones et neurites en dégénérescence mais également des neurones
au début de la dégénérescence (Figure Ia). L'immunoréactivité observée est
alors confinée a une partie du domaine somatique dans un neurone encore
bien individualisé.

Les anti-neurofilaments

Les résultats obtenus avec les anti-neurofilaments sont tres
différents d'un laboratoire a l'autre (Anderton et al., 1982; Lee et al., 1988;
Mulvihill et Perry, 1989). Ils semblent que les neurofilaments partagent des
épitopes communs avec les protéines tau pathologiques (Nukina et al,,
1987; Lee et al., 1988). Cette hypotheése a été récemment confirmée par les
¢tudes biochimiques (voir Généralités paragraphe 3.1.3).

Les anti-MAP2 (microtubule-associated-protein_2 )

La aussi, les résultats sont trés différents d'un laboratoire a
l'autre (Kosik et al., 1984; Dammerman et al., 1989; Mulvihill et Perry, 1989;
Rosemblatt et al., 1989; Hasegawa et al., 1990). MAP2 posséde des séquences
communes avec les protéines tau (les domaines d'affinité aux
microtubules). Il est donc possible d'observer des réactions croisées.

L'anti-ubiquitine

Ces anticorps marquent des neurones en dégénérescence a un
stade avancé (Bancher et al.,, 1991). Il est probable que la présence
d'ubiquitine soit une réponse de la cellule a I'accumulation anormale des
protéines tau.

L'anti-A4

Un marquage de neurones en dégénérescence par des anticorps
dirigés contre le peptide amyloide est également observé (Masters et al.,
1985; Perry et al.,, 1991). Néanmoins, ces résultats ne font pas l'unanimité

(Behrouz et al., 1990).
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2.2.2 Distribution régionale

Dans la maladie d'Alzheimer, les régions les plus touchées par la
dégénérescence neurofibrillaire sont d'abord les régions hippocampiques et
parahippocampiques, en particulier, le cortex entorhinal (aire 28), le
subiculum et le CAT1. Il faut noter que le gyrus dentatus et les régions CA2,
CA3 et CA4 sont relativement épargnées. Les régions de l'amygdale et en
particulier, le noyau basal accessoire de I'amygdale présentent également
une importante dégénérescence neurofibrillaire (Arnold et al., 1991). Elle
s'étend ensuite aux régions voisines du cortex entorhinal, de I'hippocampe,
et de l'amygdale et touche aussi le podle temporal (aire 38), le cortex
périrhinal (aire 35), la région parahippocampique postérieure, et a un degré
moindre les régions néocorticales du lobe temporal. Les régions
néocorticales temporales et frontales, et le noyau basal de Meynert
montrent une forte variabilité dans leur nombre de neurones en
dégénérescence contrairement aux régions limbiques et paralimbiques
(Arnold et al., 1991).

2.2.3 Distribution laminaire

Les couches II, III, V et VI du néocortex sont les plus atteintes. Elles
correspondent aux couches des neurones pyramidaux. Le subiculum et les
couches I et V du cortex entorhinal sont toujours fortement affectés par la
dégénérescence neurofibrillaire, ainsi que la couche pyramidale du CAl. Le
CA4 est légérement touché. Finalement, les régions CA2 et CA3 sont trés
légérement atteintes (Rogers and Morrison, 1985; Pearson et al., 1985;
Hyman et al.,, 1986; Lewis et al., 1987; Hof et al., 1990; Hof and Morrison,
1990; Morrison et al., 1990; Arnold et al., 1991; Braak et Braak, 1991; Price et
al., 1991; Terry et al., 1991).
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2.2.4 Cinétique d'apparition

La cinétique d'apparition de la dégénérescence neurofibrillaire a été
déterminée chez des patients non déments et déments (Braak et Braak,
1991) ou atteints du syndrome de Down (Mann et al., 1989b).

La dégénérescence neurofibrillaire appara® tout d'abord au niveau de
la couche II de la région entorhinale/trans-entorhinale. Elle s'étend ensuite
a la couche V du cortex entorhinal et la couche pyramidale du CAl. Puis, les
couches IIT et V du néocortex sont affectées. Finalement, la dégénérescence
atteint le CA4 et parfois méme des régions sous-corticales tels que le

striatum et le thalamus (Braak et Braak, 1990, 1991)

2.3 La substance amyloide

2.3.1 La description des lésions

A) a I'échelle de la microscopie électronique

| La substance amyloide est constituée de filaments droits de 6 a
9 nm de diametre (Merz et al.,, 1983) (Figure III). Lorsque ces filaments
s'accumulent dans le domaine extracellulaire sous la forme de dépots
sphériques, ils prennent la dénomination de plaques séniles. Une autre
forme d'accumulation de filaments amyioides dans la paroi des vaisseaux
est fréquemment observée au cours de la maladie d'Alzheimer. Il s'agit de
I'angiopathie. Elle est dite congophile quand elle se limite a la paroi des gros
vaisseaux perforants. Elle est appelée dyshorique quand l'amyloide s'étend
au parenchyme cérébral au voisinage du vaisseau congophile. Dans ce
dernier cas, elle affecte peu les gros vaisseaux perforants mais plus
particulierement les artérioles et les capillaires de la couche IV du cortex
visuel primaire, mais elle peut étre également rencontrée dans d'autre

régions du cortex cérébral (Morel, 1943).



IT1

Réaction immunocytochimique réalisée avec l'anticorps aﬂti—peptide A4 (1-28)

révélé par un anticorps secondaire couplé a l'or colloidal (20 nm de diamétre).
Noter la présence de filaments droits marqués. Echelle = 600 nm.

Ces clichés nous ont été gracieusement fournis par le Dr. André Défossez,
INSERM U156, Lille.
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B) a I'échelle de ]la microscopie optique

Technigues histochimiques

Propriétés argyrophiles

La structure quaternaire filamenteuse des dépdts amyloides
leur confere également une affinité pour les sels d'argent. De nombreuses
méthodes de coloration sont utilisées telles que les techniques de Gallyas
(1971), Bodian, Campbell-Switzer (Campbell et al., 1987)...

Structure en feuillets 3 plissés

Les dépdts amyloides ont une structure secondaire en feuillets
3 plissés qui leur confére un certain nombre de caractéristiques telles que la
diffraction des rayons X et leur mise en évidence par un certain nombre de
colorants électifs comme le rouge Congo et la thioflavine S. Les dépots
amyloides apparaissent biréfringents en lumiere polarisée aprés utilisation
du rouge Congo. En fluorescence en lumiére ultra-violette, les dépbots
amyloides dans le milieu extracellulaire ou dans la paroi des vaisseaux
(Figure Ic) peuvent étre visualisés apres coloration a la thioflavine.

Technigues immunohistochimiques

L'analyse des constituants des dépdts amyloides s'est faite grace
a des techniques immunohistochimiques. Seule la protéine principale de
ces dépdts a pu étre isolée biochimiquement, il s'agit d'un peptide de 42-43
acides aminés, appelé £ protéine ou peptide A4 (Glenner et Wong, 1984).

Anti-A4

En utilisant un immunsérum dirigé contre le peptide A4, il est
possible de mettre en évidence les deux types de dépo6ts amyloides: les
plaques séniles (Figure Ib, III) et I'angiopathie amyloide (Figure Id). De plus,
une nouvelle structure a été découverte: elle a été définie comme des
dépdts pré-amyloides qui infiltrent le tissu nerveux (Figure Ib). Ceux-ci

n'‘ont pas toujours les caractéristiques biophysiques des plaques séniles. En
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particulier, ils ne sont pas ou peu colorés par la thioflavine S et le rouge
Congo (Vallet et al.,, 1992). Récemment, des classifications des différents
types de dépdts amyloides ont été proposées par de nombreux auteurs.
Nous avons retenu celle de Ikeda et coll. (1989.). Elle est divisée en quatre
types: 1) dépdts amyloides avec core; 2) dépdts amyloides sans core
détectable (non détectable au rouge Congo); 3) dépots amyloides granulaires
et 4) agrégats de granules immunoréactives (non détectable au rouge Congo
et & une coloration a l'argent).

Autres constituants

D'autres constituants ont été détectés dans les plaques séniles.
Il en existe & I'heure actuelle une trentaine: aj-antichymotrypsine,
apolipoprotéine B, apolipoprotéine E, collagéne IV, protéines du
complément, composé P amyloide, fibroblast growth factor (FGF) basique,
fibronectine, glycosaminoglycannes, immunoglobulines, intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), laminine, protéase nexine I,
protéoglycannes...
2.3.2 Distribution régionale
Les régions néocorticales sont particulierement affectées dans la
maladie d'Alzheimer. Les lobes temporaux et occipitaux sont les plus riches
en plaques séniles, suivis du lobe pariétal, et du lobe frontal. La région
limbique contient en général peu de dépodts amyloides (Arnold et al., 1991 ;
Price et al.,, 1991). L'angiopathie congophile touche principalement les
arteres perforantes du néocortex. L'angiopathie dyshorique est le plus
souvent rencontrée dans le cortex visuel primaire (aire 17) (Morel, 1943).

2.3.3 Distribution laminaire

Selon les premieres études utilisant des colorations a I'argent ou a Ia

thioflavine, les plaques séniles sont trouvées principalement au niveau des
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couches III puis V du néocortex (Rogers and Morrison, 1985; Lewis et al,,
1987).

L'utilisation d'anticorps spécifiques du peptide A4 a permis de
montrer que les dépdts amyloides ont en fait une distribution laminaire
moins restreinte. Ils sont retrouvés dans toutes les couches du cortex (Braak
et Braak, 1991; Delaere et al., 1991) et méme a la limite substance blanche-
substance grise (Braak et Braak, 1991) ou au niveau de certains

microvaisseaux (Behrouz, 1990) dans la substance blanche.

2.3.4 Cinétique d'apparition

Il est tres difficile d'établir une cinétique d'apparition des dépdts
amyloides dans la maladie d'Alzheimer. Leurs distribution et
quantification sont réalisées pour des patients diagnostiqués avec une
maladie d'Alzheimer mais avec un dossier clinique pauvre (peu ou pas de
criteres psychométriques, peu ou pas d'imagerie). Les études réalisées ont
donc été établies de fagon rétrospective sur des populations de déments et
non-déments (Braak et Braak, 1991), mais également sur des patients de
différents ages atteints du syndrome de Down (Mann et al., 1989; Mann et
Esiri, 1989).

Selon Braak et Braak, trois stades (A, B, et C) sont a distinguer selon la
gravité de l'amyloidose. Au stade A, les premiers dépdts amyloides sont
trouvés en faible quantité dans les régions basales du cortex frontal,
temporal et occipital. L'hippocampe est épargné, la couche parvocellulaire
du présubiculum et la couche II du cortex entorhinal montrent de rares
dépdts. Au stade B, les aires associatives de presque l'ensemble de
l'isocortex contiennent des densités moyennes de dépdts amyloides. Les
couches pyramidales du CA1l et du subiculum et la couche moléculaire du
gyrus dentatus sont également légérement touchées. La couche

parvocellulaire du présubiculum est remplie de dépo6ts amyloides et des
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"bandes" amyloides sont observées au niveau du subiculum. Au stade C,
I'ensemble de l'isocortex, y compris les aires isocorticales primaires, est
touché. La formation hippocampique montre le méme profil qu'au stade B.
Les résultats obtenus chez les patients avec syndrome de Down
donnent globalement les mémes résultats, avec l'exception de
I'hippocampe qui serait touché plus t6t et serait beaucoup plus affecté

(Mann et al., 1989; Mann et Esiri, 1989).

2.4 Les relations dépé6ts amyloides et dégénérescence

neurofibrillaire

L'origine dé la substance amyloide reste inconnue. Toutes les cellules
sont candidates: neurones (Masters et al., 1985; Perry et al., 1992a, 1992b),
cellules gliales (Wisniewski et al., 1991; Perlmutter et al., 1990b) et cellules
endothéliales (Selkoe, 1990). Deux types de situation sont généralement
envisagés: la premiere est l'apparition de la substance amyloide suivie de la
dégénérescence neurofibrillaire (Hardy et Higgins, 1992) et la seconde est la
pathologie neuronale précédant les dépots amyloides (Masliah et al., 1990;
Terry et al., 1991; Perry et al., 1992b). En addition a ces deux hypotheses, il est
possible qu'il y ait une cellule productrice de la protéine amyloide et une
cellule effectrice pour la transformation en amyloide (Wisniewski et al.,
1991). 1l n'est donc pas possible a partir des données immunohisto- et
immunocytochimiques de déterminer les éléments impliqués dans le

processus pathologique de la maladie d'Alzheimer.
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3 Aspects biochimiques et géndétiques

3.1 La dégénérescence neurofibrillaire

3.1.1 Les protéines tau
A) Role

Les protéines tau sont des protéines associées aux microtubules
(Cleveland et al.,, 1977a). Elles sont des facteurs de polymérisation des
microtubules (Cleveland et al., 1977b) qui sont modulés par leur état de
phosphorylation. Les prbtéines tau déphosphorylées favorisent la
polymérisation des microtubules (Lindwall et Cole, 1984; Drubin et
Kirschner, 1986). La liaison des protéines tau aux microtubules est
également régulée par la calmoduline (Erneux et al., 1984).

D'autres fonctions des protéines tau ont été proposées suite a
leurs interactions non seulement avec les microtubules mais aussi avec les
neurofilaments (Leterrier et al., 1982; Miyata et al., 1986). Ainsi, les protéines
tau joueraient un ro6le dans la différenciation d'un neurite vers une
identité axonale (Ferreira et Caceres, 1989; Ferreira et al.,, 1989) et
favoriseraient la croissance axonique (Kanai et al., 1989).

B) Localisation

Les protéines tau sont d'abord des protéines neuronales mais
elles sont rencontrées dans d'autres types cellulaires, en particulier les
fibroblastes (Kanai et al., 1989). Au niveau cellulaire, elles se trouvent tout
d'abord dans l'axone (Weingarten et al., 1975; Binder et al., 1985), mais aussi
dans les dendrites et le soma. Leur trafic intracellulaire serait lié a leur état
de phosphorylation.

C) Structure

Les protéines tau forment une famille hétérogeéne de protéines

de 55 a 62 kDa. Cette importante hétérogénéité est due a la fois & un épissage

alternatif et a une phosphorylation différentielle.
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Les protéines tau proviennent d'un géne unique, situé sur le
chromosome 17 (Schmidt et Cooper, 1988), dont la structure a été
récemment déterminée (Goedert et al., 1989). Elles possédent un domaine
d'affinité pour les microtubules dans leur partie C-terminale, contenant
une séquence répétitive Pro-Gly-Gly-Gly, qui se répéte trois ou quatre fois.
De plus, il y a I'ajout d'une ou deux insertions de 29 ou 58 acides aminés
dans leur partie N-terminale (Figure IV). Ces modifications s'expliquent par
un épissage alternatif. Jusqu'a présent, seulement six variants de protéines
tau ont été identifiés (Goedert et Jakes, 1990). Les deux insertions de 29 ou 58
acides aminés, spécifiques a l'adulte correspondent respectivement a 1'exon
adulte 1 et aux exons adultes 1 et 2. Au contraire, la présence des trois et
quatre domaines répétitifs Pro-Gly-Gly-Gly peut coexister chez I'adulte et le

feetus.

FigureIV

Structure des six variants de protéines tau

N-term

2
Exon adulte 1 Exon adulte 2

Exons Pro-Gly-Gly-Gly, domaine de liaison aux microtubules

Les protéines tau sont phosphorylables par un ensemble de protéines
kinases (protéine kinase C, protéine kinase A, protéine kinase II
Ca2+/calmoduline dépendante, sérine/thréonine-proline kinases).

Certaines kinases telle que la Ca2+/calmoduline dépendante modifie leur
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migration électrophorétique non seulement en isoélectrofocalisation mais
aussi en SDS-PAGE (Baudier et Cole, 1987).

Les protéines tau peuvent former des paracristaux (Lichtenberg
et al., 1988) dont I'élasticité est liée a leur état de phosphorylation. Les
protéines tau phosphorylées sont longues et rigides contraireme::t aux non-
phosphorylées qui sont courtes (Hagestedt et al., 1989).

D) Régulation

Les protéines associées aux microtubules telles que MAP2 et les
protéines tau sont trouvées dans l'ensemble des neurites non différenciés.
Au cours de la différenciation en axone et dendrites, une ségrégation est
observée. MAP2 se retrouve dans les dendrites et les protéines tau
principalement dans l'axone. Ces résultats suggérent que les interactions du
neurone avec d'autres cellules ou d'autres types cellulaires peuvent

modifier I'expression des protéines tau et des MAP (Cambray-Deakin, 1991).

3.1.2 Les protéines tau, constituants antigéniques majeurs des
PHF

La présence des protéines tau dans les PHF a été démontrée
simultanément dans de nombreux laboratoires (Brion et al., 1985;
Delacourte et Défossez, 1986; Grundke-Igbal et al., 1986; Kosik et al, 1986;
Nukina et al., 1986; Wood et al, 1986).

3.1.3 Les protéines tau dans les PHF sont anormalement

phosphorylées

En 1986, une phosphorylation des protéines tau dans la maladie
d'Alzheimer est suggérée (Grundke-Igbal et al., 1986; Thara et al, 1986; Wood
et al, 1986). En 1989, Flament et al. ont mis en évidence deux variants

anormaux des protéines tau de masse moléculaire plus élevée, appelées tau
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64, tau 69. Ces deux variants ont une mobilité électrophorétique différente
résultant d'une phosphorylation anormale (Delacourte et al., 1989; Flament
et al., 1989a; 1989b; 1989¢).

A) Identification d'un triplet de protéines tau pathologiques

L'analyse immunochimique des protéines tau a permis de
mettre en évidence non pas deux mais trois protéines, dénommsées tau 55,
64 et 69, anormalement phosphorylées (Delacourte et al., 1990) (Figure V).
Ceci a été ensuite confirmé par d'autres équipes avec des approches
différentes telles que la purification des PHF ou des protéines tau insolubles
en milieu SDS (Ksiezak-Reding et al, 1990; Greenberg et Davies, 1990;
Hanger et al, 1991). Les PHF isolées sont constituées du triplet de protéines
tau anormalement phosphorylées (Greenberg et Davies, 1990).

B) Le triplet résulte de la phosphorylation des six variants de

protéines tau

L'origine du triplet a été récemment démontrée. Il résulte de la
phosphorylation des six variants de protéines tau (Brion et al., 1991; Goedert
et al., 1992). La protéine tau 69 provient de la fusion des deux isoformes
avec deux insertions adultes contenant trois ou quatre domaines répétitifs
de liaison aux microtubules; la protéine tau 64 de deux isoformes avec une
insertion adulte contenant trois ou quatre domaines répétitifs de liaison
aux microtubules, et la protéine tau 55 de deux isoformes sans aucune
insertion mais avec soit les trois, soit les quatre domaines répétitifs de
liaison aux microtubules (Goedert et al., 1992).

C) Mise en évidence des sites de phosphorylation anormale

Des sites de phosphorylation anormale ont été suggérés par
différentes équipes (Steiner et al., 1990; Brion et al.,, 1991). La premiere
séquence anormalement phosphorylée a été le site KSPV, avec la Ser396

comme site de phosphorylation. Ce motif est répété de nombreuses fois



Figure \'}

A) Anti-tau

Pu Tp NC Pa Br Oc Cv Hi
B) Anti-PHF

Immuno-empreintes d’homogénats totaux de cerveaux ol les protéines tau
normales et pathologiques sont détectées par un anti-tau (A) et un anti-PHF
spécifique des sites de phosphorylation anormale (B) dans différentes régions du
cerveau d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer.

1: putamen, 2: cortex temporal, 3: noyau caudé, 4: cortex pariétal, 5: bulbe
rachidien, 6: cortex occipital, 7: cervelet, 8: hippocampe.

A. L'anti-tau détecte les protéines tau comprises entre 45 et 62 kDa et deux
protéines tau de masse moléculaire plus élevée (64 et 69 kDa) (tétes de fleche). La
présence de ces deux protéines est limitée aux régions riches en lésions
neurofibrillaires (cortex temporal (2), pariétal (4), occipital (6) et hippocampe (8)).
Elles ne sont pas trouvées dans les autres régions.

B. L'anti-PHF spécifique de la phosphorylation anormale reconnait uniquement
les protéines tau pathologiques. Un triplet de protéines tau est détecté avec des
masses moléculaires de 55, 64 et 69 kDa.

Cette planche nous a été gracieusement fournie par le Dr. André Delacourte.
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dans les neurofilaments (Lee et al., 1991). Un site similaire avait été
préalablement trouvé phosphorylé chez le beeuf, la séquence KESP (Igbal et
al., 1989). Plus récemment, deux autres sites de phosphorylation anormale
ont pu étre identifié,, aux sérines 199 et 202 (Biernat et al., 1992).

D) Mise en évidence des kinases

Connaissant les sites de phosphorylation anormale, les kinases
impliquées ont pu étre identifiées. Les kinases dirigées vers des sites Ser-
Pro/Thr-Pro ont été rapidement soupgonnées de jouer un rdle fondamental
dans le processus pathologique (Ishiguro et al., 1991; Lee et al., 1991; Biernat
et al,, 1992). Récemment, la kinase responsable de la phosphorylation des
protéines tau dans la maladie d'Alzheimer semble avoir été identifiée. Il
s'agit de la Mitogen activated protein kinase (MAP kinase) (Drewes et al.,,
1992). Les six isoformes des protéines tau sont phosphorylables par cette
kinase et acquiérent la méme migration électrophorétique que les tau-PHF
dans la maladie d'Alzheimer (Drewes et al.,, 1992). Tous les sites de
phosphorylation sont des Ser-Pro ou Thr-Pro. Le premier site phosphorylé
serait situé a la Ser404 (Drewes et al., 1992). La raison pour laquelle cette
kinase est activée au cours de la dégénérescence de type Alzheimer reste

inconnue.
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3.2 Les dépbts amyloides

3.2.1 La protéine amyloide ou peptide A4

Le peptide A4 est le constituant principal des dépdts amyloides, il est
insoluble et contient 42-43 acides aminés:
ASP-ALA-GLU-PHE-ARG-HIS-ASP-SER-GLY-TYR-GLU-VAL-HIS-HIS-GLN-LYS-LEU-
VAL-PHE-PHE-ALA-GLU-ASP-VAL-GLY-SER-ASN-LYS-GLY-ALA-ILE-ILE-GLY-LEU-
MET-VAL-GLY-GLY-VAL-VAL-ILE-ALA-THR.

Il dérive d'un précurseur beaucoup plus grand dénommé précurseur de la
protéine amyloide (APP) (Kang et al., 1987; Robakis et al., 1987a).

A) Aspect génétique

Les précurseurs

Un grand nombre de formes du précurseur de la protéine
amyloide existe (Figure VI). Au moment de I'écriture de ce manuscrit, neuf
isoformes ont été identifiées grace a leurs ARN messagers. En plus des
APP365, 563, 695, 714, 751 et 770, un nouveau mode d'épissage a été tres
récemment identifié dans les leucocytes. Il donne naissance aux L-APP qui
correspondent a une délétion de l'exon 15 (c'est-a-dire précédent les deux
exons codant pour le peptide A4) des APPgys5, APP751 et APPy7q (Figure VI).
Cet épissage particulier a été également observé dans les cellules
microg!liales.

APP695

Il a été le premier identifié (Kang et al., 1987). Il a la structure
d'un récepteur membranaire, possédant une région riche en Cys, une
région riche en acides aminés acides (Glu et Asp) et deux sites de N-
glycosylation (Kang et al., 1987) (Figure VI). L'ARN messager est formé de
16 exons. Le peptide amyloide est codé en partie par les exons 14 et 15

suggérant qu'il ne résulte pas d'un épissage aberrant (Lemaire et al., 1989).



Figure VI: les isoformes de I'APP

Les exons du géne du précurseur de la pretéine £ amyloide: APP,.,
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Un épissage alternatif donne naissance aux ARNm suivants:

Séquences particuliéres présentes:
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APP714, APP751, APP770

Ces isoformes ont la méme structure que I'APPg95 mais
contiennent des exons supplémentaires codant pour des régions
particulieres. Cet épissage alternatif permet l'insertion de un ou deux exons
codant pour l'antigene OX-2 (APP714, APP770) (Kitaguchi et al., 1988; Golde
et al., 1990) et une région homologue aux inhibiteurs de protéases de type
Kunitz (APP751, APP770) (Kitaguchi et al., 1988; Ponte et al., 1988; Tanzi et
al., 1988) (Figure VI). OX-2 est une séquence partagée avec une glycoprotéine
de surface trouvée dans de nombreux thymocytes, lymphocytes, cellules
endothéliales et neurones. Pour l'instant, aucun role biologique n'a pu étre
défini pbur cette région. La région Kunitz protease inhibitor (KPI) est une
insertion de 56 acides aminés homologue aux inhibiteurs de protéases de
type Kunitz (ITI, UTI). Cette région KPI est biologiquement active; elle est
capable d'inhiber des sérine-protéases.

APP secrétés 365, 563

Ces isoformes ne contiennent pas de région C-terminale
d'ancrage a la membrane comprenant le peptide A4. Elles ne sont donc pas
amyloidogéniques (Figure VI).

L'APP365 est la forme sécrétée homologue a ' APP77¢ avec une
délétion de douze nucléotides en dehors du cadre de lecture au niveau de
I'exon 6 (selon la numérotation de Kang et al., 1987). Cela a pour
conséquence une délétion de trois acides aminés T270-5271.1272 ¢t la
formation d'un nouveau nucléotide, a partir des nucléotides restant de la
Thr269 et 1'Ala?73, codant pour la thréonine. De plus, les 400 acides aminés
de la région C terminale sont remplacés par un insert de 6 acides aminés
(Jacobsen et al., 1991). Aucun role biologique n'a été directement démontré
puisque seule la transcription et non la traduction de ce variant a été

démontrée. Néanmoins, il a été suggéré qu'il pourrait jouer un roéle dans la
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régulation de la sécrétion de 'APP membranaire grice a son insertion KPL
Il pourrait également avoir un effet de croissance neuritique (Jacobsen et al.,
1991).

Quant a I'APPsg3, elle est la forme sécrétée homologue a I'APP751
mais sans la partie C terminale. Les 208 derniers acides aminés sont
remplacés par une insertion de 20 nouveaux acides aminés homologues 2

la famille Alu repeat (DeSauvage et Octave, 1989).

Distribution tissulaire

Elle a été déterminée pour les trois principales isoformes:
APPgg5, APP751 et APP779. L'APPggs est la forme prépondérante du cerveau.
Elle représente environ 67% des ARN messagers trouvés dans le cerveau
(Tanaka et al., 1991). Elle n'existe qu'en trés faible proportion dans les tissus
non-neuronaux. L'APP77q est la forme prépondérante du cceur (68,4%) et

I'APP751 celle de la rate (86,2%).

Analyse de l'expression des ARN messagers
de I'APP dans différents tissus
(selon Tanaka et al., 1991)
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Localisation chromosomique

Chromosome 21

Le géne de I'APP a été localisé sur la chromosome 21 a
l'interface des bandes q21-q22.1 (Goldgaber et al., 1987; Robakis et al., 1987b).

Implications pour les formes familiales de maladie

d'Alzheimer

Geéne FAD

St George-Hyslop et al ont démontré en 1987 la présence
d'un locus chromosomique (FAD) pathogénique chez quatre familles
différentes, situé sur le bras long du chromosome 21 a proximité du
centromere.

Mutations

Hémorragies cérébrales avec angiopathie (Dutch type)

La présence d'une mutation au niveau de l'exon 17
(selon la numérotation de I'APP770), c'est-a-dire codant pour le peptide A4 a
été démontrée chez les patients souffrant d'hémorragies cérébrales avec
angiopathie de type hollandais (HCHWA-D). La Glu93, acide aminé 22 du
peptide A4, est remplacée par de la Gln. Cette mutation serait responsable
de l'accumulation du peptide amyloide dans les parois des vaisseaux qui
provoque & long terme des hémorragies et finalement la mort du patient
vers 40-50 ans (Levy et al., 1990; Van Broeckhoven et al., 1990).

Codon 717

L'hétérogénéité génétique de la maladie d'Alzheimer a
poussé I'équipe de J. Hardy a étudier les formes familiales a début précoce.
Les chercheurs de cette équipe ont trouvé une liaison génétique (linkage)
pour une famille & début précoce située sur une partie du bras long du

chromosome 21 comprenant le géne de I'APP. Suite & la mutation trouvée
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dans les HCHWA-D, ils ont commencé par séquencer l'exon 17 (APP77¢).
Une mutation G -> A (bp 2149 de I'APP77¢) qui provoque la substitution
d'une Val en Ile au codon 717 a été découverte (Goate et al., 1991). Cette
mutation a été retrouvée dans cinq autres familles présentant une maladie
d'Alzheimer familiale & début précoce mais d'origine ethnique différente.
D'autres mutations ont ensuite été trouvées au codon 717; la premiere
change la Val en une Phe (Murrell et al., 1991) et la deuxiéme la Val en Gly
(Chartier-Harlin et al., 1991). Ces mutations ne sont pas retrouvées dans la
population normale (Chartier-Harlin et al., 1991; Goate et al., 1991;
VanDuijn et al., 1991). Ces mutations du codon 717 provoqueraient un
déréglement du métabolisme de I'APP qui conduit a la maladie
d'Alzheimer (Hardy et Allsop, 1991).

Autres mutations

De nombreuses mutations sont actuellement décrites
dans la littérature pour des patients atteints de maladie d'Alzheimer, de
HCHWA-D et de schizophrénie chronique familiale et concernant les
codons 670, 671, 674 692, 693, 711 et 713 (sous presse et communication
personnelles). Ceci laisse penser que la relation entre le génotype et le
phénotype des mutations de I'APP est probablement complexe.

Implications pour le syndrome de Down

La présence du locus FAD et du géne de I'APP sur le
chromosome 21 a permis de mieux comprendre pourquoi potentiellement
100 p. cent des trisomiques présentent des lésions neuropathologiques
identiques a celles rencontrées dans la maladie d'Alzheimer (Mann et al.,
1989abc). Le syndrome de Down est également utilisé pour mieux
comprendre les processus étiopathogéniques de la maladie d'Alzheimer

(Farrar et al., 1990; Flament et al., 1990c; Hanger et al.,1991).
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B) Aspects biologique et biochimique

L'ensemble des données biologiques de I'APP a été obtenu a
partir d'études faites sur des cellules en culture tels que des fibroblastes, des
cellules d'astrocytome, glioblastome, neuroblastome ou de cultures
primaires (Autilio-Gambetti et al., 1988; Selkoe et al., 1988; Berkenbosch et
al., 1990).

Structure de I'APP

Séquence et caractéristiques de la protéine

Selon la séquence déterminée par Kang et coll, (1987), I'APPg95
a la structure d'un récepteur membranaire. I1 comprend tout d'abord dans
sa partie N-terminale, une Arégion riche en cystéine, qui vient d'étre
identifiée comme étant capable de fixer le Zn2+, en particulier la séquence
Cys186-Cys187: FRGVEFVCCPLAEESDN (Bush et al., 1992) (Figure VI). A la
limite de ce domaine, il existe ensuite une région riche en acides aminés
carboxyliques (Glu et Asp). Puis succeéde une partie riche en acides aminés
basiques ot viendront s'insérer, entre la Val287 et I'Arg?88, les séquences
homologues aux inhibiteurs de type Kunitz de I'APP751 et a l'antigéne
membranaire OX-2 de 1'APP77p. Dans cette région, une séquence de liaison a
I'héparine (Phe316 a Ala325): FQKAKERLEA a été également récemment
déterminée (Masters et Beyreuther, 1992). Deux sites de glycosylation
existent également aux positions 467 (YERMNQSLS) et 496 (QKEQNYSDD).
Le peptide A4 est situé a la fois dans le domaine extracellulaire (d'Asp>%7 a
Lys624) et dans la membrane (de Gly%25 & Ala638 ou Thr639%) (Kang et al.,
1987). 1l existe un signal pour l'internalisation via le processus puits de
clathrine (NPXY) dans la partie C-terminale (Haass et al., 1992; Kosik, 1992)
de la molécule (QNGYENPTYKFFEQM) qui est également un site de
phosphorylation possible de la protéine kinase C (sur la Thr686). L'APP est
en effet phosphorylé (Buxbaum et al.,, 1990; Caparaso et al.,, 1992).
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Récemment, un site de phosphorylation de la protéine kinase C a été
récemment mis en évidence sur la Ser65> (Gandy et al., 1992).

Il est a noter que I'APP est également Tyr-sulfaté (Schubert et al,,
1989a) et N- et O-glycosylé (Dyrks et al., 1988; Weidemann et al., 1989).
L'APP pourrait étre un protéoglycanne, de type héparane sulfate (Schubert
et al., 1988) ou chondroitine sulfate (Shioi et al., 1992).

Métabolisme de I'APP

Voie majeure

L'APP suit le chemin classique de la synthese protéique
jusqu'aux vésicules du Golgi. Il est ensuite dirigé vers la membrane
plasmique ou il est clivé a l'intérieur du peptide A4 (Sisodia et al., 1990;
Anderson et al., 1991). La parti= N-terminale est alors sécrétée dans le
milieu extracellulaire. L'APP sécrété contenant la séquence homologue des
inhibiteurs de protéases a été identifié comme la Protéase Nexine II
(Oltersdorf et al., 1989; Van Nostrand et al., 1989). La partie C-terminale est
réinternalisée et dégradée dans les lysosomes. Le clivage de I'APP pourrait
également se faire avant que la protéine n'atteigne la membrane au niveau
des vésicules de Golgi (Sambamurti et al., 1992).

Voie mineure

Il existe une voie métabolique mineure olt I'APP n'est
pas clivé a l'intérieur du peptide A4 mais en amont de celui-ci. Il existe
donc des fragments C-terminaux amyloidogéniques qui empruntent la voie
endosome-lysosome (Golde et al., 1992; Estus et al., 1992). De plus, il semble
que I'APP complet puisse étre sécrété, puis recapté par la cellule via une
internalisation par des récepteurs de type puits de clathrine grace a son
signal peptidique (Asn759-Pro-Thr-Tyr”62) situé a l'extrémité C-terminale de
I'APP (Haass et al.,, 1992). Finalement, la présence de fragments

amyloidogéniques C terminaux ainsi que le peptide A4 entier a été
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récemment mise en évidence dans le milieu extracellulaire de cellules
endothéliales (Selkoe, 1992). Ces aspects particuliers du métabolisme de
I'APP ouvrent de nouvelles voies de recherche dans la compréhension du
phénomene d'amyloidose (Kosik, 1992). Il est d'autant plus intéressant
qu'une pathologie des lysosomes a également été décrite dans la maladie

d'Alzheimer (Cataldo et al., 1991; Bernstein et al., 1992).

Régulation

L'APP est régulée par les cytokines, en particulier
I'interleukine-1 augmente son expression (Blume et Vitek, 1989; Goldgaber
et al., 1989). Les facteurs de croissance (NGF, EGF) semblent jouer un roéle
dans les modifications post-traductionnelles, er. particulier le glycosylation
mais ne modifient pas les taux d'expression des différents APP dans des
cultures de PC12 (Refolo et al., 1989). De méme dans des cultures de
neuroblastomes SKIN SH-SY5Y, le NGF ne modifie pas les taux d'expression
des différents APP contrairement a l'acide rétinoique, un agent de
différenciation classiquement utilisé pour les neuroblastomes (Perez-Polo et
al., 1979), qui augmente le taux d'expression de I'APPg95 par rapport aux
APP751 et APP770 (Konig et al., 1950).

Ces facteurs agissent probablement en activant des cascades de
phosphorylation dépendantes de la protéine kinase C. En effet, la sécrétion
de I'APP est également régulée par son état de phosphorylation (Buxbaum
et al., 1990; Caparaso et al., 1992; Gandy et al., 1992).

L'expression de I'APP augmente aprés un stress et il a été
montré qu'il posséde un promoteur similaire a ceux sensibles aux protéines

de choc thermique (Salbaum et al., 1989).
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Roles de 1'APP

De nombreux roles ont été attribués a I'APP. Certains sont
décrits ci-dessous:

L'APP semble avoir un effet trophique. Il joue un role dans la
régulation de la croissance cellulaire par un effet mitotique (Schubert et al.,
1989b). 11 est également impliqué dans l'activité physiologique des synapses
(Schubert et al., 1991). Des expériences de transfection ont démontré son
effet sur la croissance neuritique (LeBlanc et al., 1992).

L'APP interagit fortement avec les constituants de la matrice
extracellulaire: protéoglycannes, fibronectine, laminine, etc... (Klier et al,,
1990; Narindrasorasak et al., 1991; Kisilevsky et al., 1992; Small et al., 1992)
suggérant un role dans l'adhésion cellulaire (Schubert et al., 1989¢).

La forme sécrétée a été dentifiée comme l'inhibiteur de
protéases: protéase nexine II (PNII), elle posseéde les mémes caractéristiques:
cicatrisation et coagulation des plaquettes, activation des lymphocytes,
induction de la réponse immunitaire (Oltersdorf et al., 1989; Van Nostrand

et al., 1989; Godfroid et Octave, 1990; Sinha et al., 1991).

Q) Le peptide A4 ou la protéine amyloide

Propriétés physico-chimiques

Le peptide est insoluble mais sa partielle solubilisation peut
étre obtenue dans de l'acide formique a 70% (Glenner et Wong, 1984;
Masters et al., 1985; Orlando et al., 1992). Par dichroisme circulaire a un pH
physiologique, il présente une structure en f-turn pour deux tiers du
peptide et absolument aucune structure en hélice a. Il s'agrege rapidement
pour former des oligomeres pouvant atteindre 4.106 daltons apres 13 jours
(Tomski et Murphy, 1992). A des pH acides (<4) ou basiques (>7), il adopte

une structure en hélice o a I'exception de la région 29-42 qui a toujours une
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Figure VII: Caractéristiques du peptide A4

-Asp-Ala-Gl
Arg-His-Asp-Ser *°°

Gly-Tyr-Glu-

AEFRHDSGY: Site d'affinité pour I'alpha-1-antichymotrypsine

RHDS : Site homologue a celui des protéines d'adhésion cellulaire

Site d'affinité pour I'héparine

G-S-N-....-G-L-M: peptide neurotrophique-neurotoxique

partie membranaire
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structure £ plissée quelles que soient les conditions de température, pH ou
solvants (Barrow et Zagorski, 1991).

Propriétés biologigues

Glycosylation

Il a été trées récemment suggéré que le peptide A4 est O-
glycosylé sur la Ser660 dans les cellules de glioblastome C6 (Shioi et al., 1992).
Cette O-glycosylation de type chondroitine sulfate régulerait la sécrétion de
I'APP (Figure VII).

Liaison & I'a1-antichymotrypsine (ACT)

L'ACT est capable de former in vitro un complexe stable avec le
peptide A4. En effet, ce dernier posséde une séquence homologue a celle des
sérine-protéases (trypsine, chymotrypsine) de type Serpines: Ala-Glu-Phe-
Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr (Potter et al., 1991) (Figure VII).

Réaction de type cascade complément

Le peptide A4 possede une forte affinité pour la protéine Clq. Il
semblerait que le peptide A4 seul ne pourrait pas entrainer la cascade
inflammatoire du complément alors que sous la forme de dépOlts
amyloides, il le pourrait (Rogers et al., 1991). Cette hypothese explique la
présence de protéines du complément et d'immunoglobulines dans les
dépdts amyloides (Eikelenboom et Stam, 1984; Ishii et Haga, 1984).

Site de liaison a l'héparine (Heparin-binding-site) et site

d'adhésion cellulaire

Un roéle du peptide A4 dans I'adhésion cellulaire a été proposé
par plusieurs équipes (Chen and Yankner, 1991; Ghiso et al., 1991). La
présence du tétrapeptide RHDS, homologue au RGDS des protéines
d'adhésion cellulaire, pourrait expliquer ce role biologique par interaction
avec un récepteur de type intégrine £81 (Ghiso et al., 1991). De plus, le peptide

A4 posséde une séquence possible d'affinité a 'héparine [VHHQKL] (Cardin
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et Weintraub, 1989) qui aurait un réle dans les phénomeénes d'adhésion
cellulaire (Chen et Yankner, 1991). Enfin, I'affinité entre le peptide A4 et
I'héparine pourrait expliquer leur co-déposition dans les dépdts amyloides
(Kisilevsky, 1990) (Figure VII).

Région neurotoxigque-neurotrophique

Des résultats trés différents ont été obtenus sur les effets
neurotrophiques et neurotoxiques du peptide A4 (Whitson et al., 1989;
Yankner et al., 1989; 1990a; 1990b; 1992; Koh et al., 1990; Frautschy et al., 1991;
Kowall et al., 1991; Araujo et Cotman, 1992; Mattson et al., 1992).

En 1989, Yankner et al. ont montré la neurotoxicité d'un
fragment du précurseur amyloide. Par la suite, la région 25-35 du peptide A4
(Figure VII) s'est avérée neurotoxique (10-100 nM) mais également
neurotrophique (10-100 pM) (Yankner et al., 1990). La neurotoxicité est
potentialisée par la présence de NGF (Yankner et al., 1990) et pourrait étre
inversée par des analogues de la Substance P (Yankner et al., 1990; Kowall et
al.,, 1991). La neurotoxicité du peptide A4 serait liée a sa conformation; les
peptides A4 synthétiques possédent soit une structure en pelote statistique,
soit en hélice o dans la partie N-terminale. Seuls ceux possédant une hélice
o seraient neurotoxiques (Yankner et Busciglio, 1992). Néanmoins, d'autres
auteurs ont montré que la neurotoxicité du peptide A4 est médiée par l'ion
CaZ+. Le peptide A4 augmenterait en particulier la vulnérabilité des
neurones a l'excitotoxicité (Koh et al., 1990; Mattson et al., 1992).

L'effet neurotrophique du peptide A4 pourrait s'expliquer par une
action stimulatrice de la synthése de facteurs de croissance sur les cellules

gliales (Araujo et Cotman, 1992).
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3.2.2 Les autres constituants des dépbts amyloides

A) oj-antichymotrypsine, protéase nexine I

Des inhibiteurs de protéases sont trouvés dans les dépots
amyloides (Abraham et al., 1988; Rosenblatt et al., 1989). Potter et coll (1991)
ont démontré, comme nous l'avons dit précédemment, que la protéine
amyloide se lie & I'ACT. A la suite de ces résultats, un modele de
polymérisation entre I'ACT et le peptide A4 a été proposé. D'autres
considerent les inhibiteurs de protéases comme une réponse cellulaire a
l'augmentation du taux de protéases trouvée a la périphérie des lésions.
Finalement, certains auteurs expliquent la présence de ces constituants par
le fait qu'ils possédent une forte affinité pour les GAG/PG trouvés dans les

dépots amyloides.

B) apolipoprotéine B, apolipoprotéine E, composé P amyloide

Ce sont des protéines traditionnellement retrouvées dans les
amyloidoses (Kalaria et al., 1991; Namba et al., 1991, 1992; Wisniewski et
Frangione, 1992). Elles sont considérées comme des protéines sériques.

Le composé P amyloide est retrouvée normalement dans le
cerveau mais son ARN messager n'y est pas exprimé. Il passe donc la
barriere hémato-encéphalique de maniere inconnue (Kalaria et al., 1991).
Au contraire, les apolipoprotéines sont trouvées dans le cerveau et y sont
synthétisées (Elshourbagy et al., 1985).

C) protéines du complément, immunoglobulines

Ces protéines sont retrouvées dans les dépdts amyloides
(Eikelenboom et Stam, 1984; Ishii et Haga, 1984). Les uns expliquent leur
présence par une hypothése autoimmunitaire dans la maladie d'Alzheimer
(Fillit et al., 1987, 1988, 1990), les autres par le rdle possible du peptide A4
dans la cascade du complément (Rogers et al., 1991). Néanmoins, leur

spécificité ne fait pas I'unanimité.
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D) Constituants de la matrice extracellulaire

Les constituants de la matrice extracellulaire, tels que la
laminine, la fibronectine et le collagéne, sont retrouvés dans les dépots
amyloides. Ces molécules jouent un role dans l'interface cellule-cellule,
cellule-MEC et cellule-membrane basale vasculaire. Elles possédent toutes
une forte affinité pour les protéoglycannes et I'APP (Kisilevsky et al., 1992a;
1992b; Small et al., 1992): Elles pourraient favoriser la formation des

filaments amyloides.

E) Protéoglycannes

Ce sont aussi en partie des constituants de la matrice
extracellulaire, mais aussi des membranes basales. Ils ont une forte affinité
pour I'APP (Narindrasorasak et al., 1991). Ils sont retrouvés dans toutes les
amyloidoses et pourraient étre directement impliqués dans l'amyloidose

(Kisilevsky et al., 1992b).
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3.3 Les relations dépdts amyloides et dégénérescence

neurofibrillaire

Les relations amyloide et dégénérescence neurofibrillaire restent
encore trés obscures d'un point de vue biologique. Il est clair que la
neurotoxicité du peptide amyloide, si elle se confirme, appurte un
argument de poids au role du peptide amyloide dans la pathogénie de la
maladie d'Alzheimer (Yankner et al., 1990b). Les protéoglycannes sont des
éléments communs aux deux lésions et sont également impliqués dans le
processus pathologique (Snow et Wight, 1989; Perry et al., 1991). IIs se

lieraient en particulier aux protéines tau (Perry et al., 1992b).

Enfin, 50 a2 90% de I'APP (intracellulaire et membranaire) sont
associés au cytosquelette (aux neurofilaments dans les PC12, a la GFAP dans
les cellules de glioblastome C6, mais également aux microtubules dans
toutes les lignées neuronales ou le cerveau entier). L'APP lié au
cytosquelette augmente avec la densité cellulaire et l'augmentation de
l'activité kinasique (Refolo et al., 1991). Il est probable que I'APP soit
également lié aux protéines tau. Récemment, la région C-terminale de
I'APP a été retrouvée dans les PHF (Caputo et al., 1992). Pourtant, les
interactions biologiques entre les protéines tau et I'APP restent inconnues.
Nous pensons que I'APP pourrait jouer un rodle simifaire aux intégrines
(Albelda et Buck, 1990) ou aux moésines (Lankes et Furthmayr, 1991) en
permettant I'échange d'informations entre la matrice extracellulaire et les

protéines intracellulaires, en particulier celles du cytosquelette.
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4 L'importance de la présence de PG dans les

amvloidoses.

4.1 Définition et structure des protéoglycannes

4.1.1 Définition

Les protéoglycannes sont des macromolécules ubiquitaires
constituées de chaines glycanniques liées de fagon covalente a un axe
protéique. Cette liaison se fait pratiquement dans tous les cas sur une laison
O-Ser/Thr selon le modele suivant Glc UA £ (1 -3) Gal 8 (1 - 3) Gal 8 (1 - 4)
Xyl 88 Ser. La partie glycannique est O- ou N-sulfatée, ce qui confére a la
molécule un caractére anionique. Leur masse moléculaire s'échelonne de

25 a 2000 kDa.

Leur motif structural glycannique de base est un moyen simple de les
classer. Ainsi, trois types peuvent étre distingués selon leur unité
disaccharidique: 1) [HexUA-GalN],, 2) [HexUA-GIcN]y, et 3) [Gal-GleN]n.
Alors que le type 3 ne regroupe uniquement que le kératane sulfate, le type
1 se subdivise en chondroitine sulfate et dermatane sulfate et le type 2 en
héparane sulfate et héparine. Néanmoins, cette classification ne tient pas
compte de la microhétérogénéité des chaines de glycosaminoglycannes. De
plus, un autre probléme se pose avec l'existence de protéoglycannes
hybrides formés de deux types de chaines glycanniques. Finalement en plus
de la diversité glycannique, il existe une hétérogénéité des axes protéiques

(Kjellen et Lindahl, 1991).
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4.1.2 La partie glycannique

A) Acide hyaluronique

Il existe outre les structures glycanniques décrites précédemment, un
type particulier de glycosaminoglycanne qui n'est pas lié a un axe protéique:
I'acide hyaluronique dont I'unité disaccharidique de base est [£5 (1 - 3) GIcUA
3 (1 - 4) GlcNAc], (Figure VIIIA). Sa masse moléculaire s’échelonne de 50 a
8000 kDa (Snow et Wight, 1989).

B) Héparane sulfate/Héparine

La biosynthése des chaines héparane sulfate/héparine
commence par la formation de la chaine glycannique [o (1 -4) GlcUA £ (1 -
4) GIcNAQ)]n. Ce polymere est ensuite N-désacétylé/N-sulfaté, puis subit
une épimérisation en C5: l'acide glucuronique devient de l'acide
iduronique avec 2-O-sulfatation de l'acide iduronique et 6-O-sulfatation des
unités de GlcN. Plus rarement, des substituants O-sulfate sont observés en
C3 des unités GIcN et en C2 (ou C3) des unités d'acide glucuronique.
L'ensemble de ces différentes combinaisons peut ainsi donner de 17 (voire
18) différents disaccharides [HexUA - GlcN] et 10 (voire 12) disaccharides
[GlcN - HexUA] (Kjellen et Lindahl, 1991) (Figure VIIIF).

C) Chondroitine sulfate A, C, Dermatane sulfate

Ces glycosaminoglycannes sont formés de fagon similaire que
précédemment par des modifications sur le polymere [£ (1 -4) GIcUA (1 -
3) GalNAC],. Etant donné que les résidus GalNAc restent acétylés, la
diversité structurale est moins importante. Néanmoins, compte tenu de la
présence de résidus d'acide glucuronique et d'acide iduronique, et de la
position variable de groupements O-sulfatés, neuf types de disaccharide

[HexUA-GalNAc] ont été identifiés (Seldin et al., 1984) (Figure VIIIB,C,D).
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D) Kératane sulfate

Le kératane sulfate dérive de la structure classique des
polylactosamines [8 (1 - 3) Gal 8 (1 - 4) GlcNAc] substitués par des
groupements O-sulfate. Les groupements sulfate sont situés en C6 du Gal,
du GIcNAc ou des deux. Récemment, des résidus fucose ont été trouvés liés
en §3 (1 - 3) au GIcNAg, ainsi que la présence en fin de chaine glycannique de
résidus d'acide sialique (Kjellen et Lindahl, 1991) (Figure VIIIE).

4.1.3 L'axe protéique

Les applications récentes de la biologie moléculaire a l'analyse de
l'axe protéique des protéoglycannes n'a pas permis, contrairement aux
collagénes, de les classer selon des homologies de séquence. Cinq grandes
familles de protéoglycannes sont néanmoins établies (Tableau I).

1) Celle des larges CSPG possédant une affinité pour l'acide
hyaluronique tels que l'aggregan et le versican qui regroupe de nombreux
protéoglycannes des tissus conjonctifs.

2) Les protéoglycannes avec de courts axes protéiques posséaant des
domaines homologues et une ou deux chaines de glycosaminoglycannes
tels que la décorine, le biglycanne et la fibromoduline sont aussi souvent
trouvés dans le tissu conjonctif.

3) Les HSPG de la matrice extracellulaire et des membranes basales tel
que le perlecan (Noonan et al.,, 1991) ont des réactions croisées avec des
anticorps dirigés contre leur partie protéique. Ils sont donc regroupés dans
une méme famille, sans savoir s'ils sont codés par un ou plusieurs genes.

4) Les protéoglycannes trans-membranaires sont une large famille
avec des chaines glycanniques principalement CS/HS. Le protéoglycanne
hybride trans-membranaire syndecan et un second protéoglycanne avec un
axe protéique de 48 kDa, isolé récemment de fibroblaste, ont été incorporés

dans cette famille.
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5) La famille des Serglycines qui regroupe des protéoglycannes
intracellulaires, avec des séquences répétitives Ser-Gly et de nombreuses
chaines de glycosaminoglycannes (CS et/ou héparine) (Hassell et al., 1986;

Kjellen et Lindahl, 1991).

4.2 Roles des protéoglycannes
4.2.1 Général

Les roles des glycosaminoglycannes/protéoglycannes sont aussi
diversifiés que leur structure. Cela va du soutien structural (dispersion des
chocs ou contraintes pour éviter des déformations au niveau des cartilages
ou des joints) a l'activité anticoagulante (role de I'héparine), en passant par
la filtration de macromolécules, la régulation de l'adhésion cellulaire
(interactions avec la matrice extracellulaire), le réservoir de facteurs de
croissance (protege de la protéolyse le Fibroblast Growth Factor (FGF)
basique) ou encore l'inhibiteur de protéases (inhibiteur trypsique urinaire)
(Tableau I) (voir revues Roden, 1980; Hassell et al., 1986; Cardin et
Weintraub, 1989; Jackson et al., 1991; Kjellen et Lindahl, 1991; Ruoslahti et
Yamaguchi, 1991).

4.2.2 Dans le systéme nerveux central

Dans le systéme nerveux central, les différentes formes de PG
existent, mais les deux grandes classes rencontrées sont les héparane sulfate
PG et les chondroitine/dermatane sulfate PG (Culp et al., 1989). La présence
de PG a été démontrée au niveau des neurones (Matthew et al., 1985; Dow
et al., 1988; Gowda et al., 1989) et des cellules gliales (Ard et Bunge, 1988;
Gallo et Bertolotto, 1990). L'analyse des protéoglycannes neuronaux a été
principalement faite dans les phéochromocytomes de rat PC12 (Damon et
al., 1988, Gowda et al., 1989) et les neuroblastomes (Maresh et al., 1984;
Watanabe et al., 1989). |
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Les protéoglycannes sont impliqués dans un ensemble de processus
physiologiques fondamentaux du systéme nerveux central. Ils jouent un
role dans le développement de celui-ci (Burg et Cole, 1990; Herndon et
Lander, 1990), dans la croissance neuritique (Dow et al.,, 1991) et dans
I'adhésion cellulaire, par exemple avec N-CAM (Cole et Akeson, 1989). Ils
peuvent également servir de réservoir a facteurs de croissance et moduler
I'activité de ces derniers, ainsi que celle des inhibiteurs de protéases
(Ruoslahti et Yamaguchi, 1991). A la fois les GAG (Jackson et al., 1991) et
I'axe protéique (Kjellen et Lindahl, 1991) semblent impliqués dans ces
phénomeénes.

Finalement, les protéoglycannes sont des constituants de la
membrane basale des vaisseaux. Ils jouent un role fondamental dans la
fonction de filtration de la barriére hémato-encéphalique (Simionescu et al,,

1981, 1982; Fillit, 1990).

4.3 Amyloide et protéoglycannes dans les amyloidoses

systémiques et cérébrales

4.3.1 Généralités: Historique, Classification et Co-facteurs

L'amyloide est en fait un terme générique qui a d'abord été expliqué
comme une accumulation de polysaccharides, d'ou le terme amyloide
(Virchow, 1854). 1l a ensuite été démontré que les constituants principaux
sont protéiques (Friedrich et Kekule, 1859). Ces protéines amyloides sont
tout a fait normales mais, pour des raisons encore inconnues (avec
I'exception de certaines protéines avec une mutation ponctuelle telles que
le peptide A4 ou la transthyrétine), elles forment des dépdts qui possédent
une structure en feuillets £3-plissés avec des propriétés physico-chimiques
particulieres (diffraction aux rayons X, coloration sélective a la thioflavine

et le rouge Congo). L'implication de co-facteurs (AEF: amyloid enhancing
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factor; composé P amyloide; constituants de la membrane basale;
glycosaminoglycannes/protéoglycannes) favorisant I'accumulation de
constituants sous la forme de dépots amyloides a été suggérée (Kisilevsky et
al., 1992).

Historiquement, le méme processus pathogénique avait été attribué
aux amyloidoses. Il aurait été lié a une dérégulation du systeme
immunitaire. Ceci n'est pas surprenant puisque les amyloidoses ont
longtemps été associées a des troubles inflammatoires de longue durée tels
que la présence d'abcés pulmonaires, la tuberculose ou l'ostéomyélite.
Ensuite, dans les années 1930, avec l'arrivée des antibiotiques et
I'amélioration de la santé publique, ces troubles devinrent moins fréquents.
Les amyloidoses furent alors retrouvées associées a des maladies dites auto-
immunes telles que I'arthrite rhumatoide et la spondylarthrite ankylosante.
Un réle immunologique apparaissait donc évident. Pourtant, dans les
années 1970, les progrés biochimiques concernant l'isolation et la
caractérisation des protéines ont permis la mise en évidence d'un grand
nombre de constituants protéiques dans les amyloidoses. Cette diversité a
montré la faiblesse de I'hypothése immunologique & expliquer l'ensemble
des processus amyloidogéniques. Il a également conduit a repenser le
systeme de classification des amyloidoses. Une classification en fonction du
type de protéines impliquées a remplacé celle basée sur des critéres cliniques
(Tableau II).

Les constituants communs & ces amyloidoses sont le constituant P
amyloide et les glycosaminoglycannes/protéoglycannes (Kisilevsky, 1987).
Les glycosaminoglycannes ont été retrouvés dans toutes ces amyloidoses
(Snow et al., 1987a, 1987b, 1987¢, 1988a, 1989a; Young et al., 1989; Kisilevsky,
1990).
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4.3.2 Amyloide du systéme nerveux central

Il nous a paru intéressant de séparer les amyloidoses systémiques
décrites dans le tableau II des amyloidoses cérébrales qui concerneront les
prochains paragraphes.

A) Creutzfeldt-Jakob, Kuru et Syndrome de Gerstmann-Straussler-

Scheinker

Ce sont des maladies neurodégénératives transmissibles par le
biais d'un agent pathogéne appelé prion. Le terme prion a été introduit
pour éviter toute confusion avec les virus. Les prions sont des particules
infectieuses protéiques, contenant peu ou pas d'acides nucléiques, et pour
lesquelles une forme aberrante d'une protéine hote (PrP: prior protein)
représente un constituant majeur et nécéssaire de l'infection. Le Kuru est
une maladie infectieuse trouvée dans une population isolée de Nouvelle
Guinée et caractérisée par une ataxie cérébelleuse et la présence de
nombreux dépo6ts amyloides. La maladie de Creutzfeldt-Jakob est rencontrée
mondialement, elle se manifeste par une démence. Une occurence
familiale est observée dans 5 a 10% des cas. Le syndrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker est trés rare, ce n'est pas seulement une maladie
infectieuse, mais aussi une maladie génétique autosomale dominante
(Prusiner, 1990; Gadjusek et al., 1991). La aussi, les glycosaminoglycannes
sont retrouvés associés aux dépéts amyloides quand ils sont présents (Snow
et al., 1989b, 1990; Guiroy et al., 1991). En effet, si tous les patients avec un
syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker ont des dépots amyloides
dans leur cerveau, ce n'est pas le cas de tous les patients avec Kuru ou

maladie de Creutzfeldt-Jakob.
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B) Hémorragies cérébrales héréditaires avec angiopathie

Les hémorragies cérébrales héréditaires avec angiopathie
(HCHWA) ont été décrites en Islande et aux Pays-Bas. Les protéines

amyloides dans les deux types sont différentes.

HCHWA de type islandais (HCHWA-I)

La protéine amyloide trouvée chez ces paiienis &oi simaire &
la cystatine C, un inhibiteur de cystéine protéases. Une mutation au niveau
du deuxiéme exon du gene de la cystatine C, qui comprend trois exons,
serait responsable de l'accumulation de cette protéine dans la paroi des
vaisseaux cérébraux. Cela se traduit par la substitution de la GIn 68 en Leu
(Levy et al,, 1989).

HCHWA de type hollandais (HCHWA-D)

La protéine amyloide rencontrée ici est la méme que dans la
maladie d'Alzheimer, il s'agit de la £ protéine (voir paragraphe 3.2.1; Levy
et al., 1990). La aussi, une mutation (Glu en GIn) serait responsable de son
accumulation dans la paroi des vaisseaux du cerveau.

Les glycosaminoglycannes sont également associés a ces deux types

d'amyloidose (Snow et Wight, 1989)

C) Maladie d'Alzheimer et Syndrome de Down

Il est difficile de considérer la maladie d'Alzheimer et le
syndrome de Down comme des amyloidoses cérébrales parce que les dépbts
amyloides ne sont pas les seules lésions neuropathologiques. Néanmoins,
ces deux pathologies présentent une amyloidose. La présence de
glycosaminoglycannes a été également rapportée dans ces dépdts amyloides
(Snow et al., 1987a,b,c,d; 1988b; Snow et Wight, 1989; Snow et al., 1989a;
Young et al., 1989; Kisilevsky, 1990; Perlmutter et al., 1990; Snow et al., 1990;

Narindrasorasak et al.,, 1991). L'héparane sulfate est soupgonné étre le
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glycosaminoglycanne impliqué; il serait sous la forme d'un protéoglycanne.
Il n'est pas clair si un ou plusieurs protéoglycannes sont présents dans les
dépots amyloides (Siow et Wight, 1989).

Quel est le role des glycosaminoglycannes/protéoglycannes dans le
phénomene d'amyloidose? Pour tenter de répondre a cette question, nous
avons étudié par immunohistochimie la nature et la distribution des
éléments reconnus par un anticorps monoclonal dirigé contre un héparane
sulfate protéoglycanne. L'analyse a été également réalisée chez des témoins
agés dans la maladie d'Alzheimer et d'autres maladies neurodégénératives.
Les dépots amyloides sont marqués par l'anticorps laissant suggérer une
interaction entre l'héparane sulfate protéoglycanne et le peptide. Nous
avons donc analysé l'affinité des protéoglycannes d'origine vasculaire ou
neuronale, pour la protéine amyloide. De plus, une protéine possédant une

affinité pour I'héparine, la thrombospondine a été étudiée.






..6()_
RESULTATS PERSONNELS:
AMYLOIDE ET PROTEOGLYCANNES
DANS LA M ALADIE D'ALZHEIMER

L'étiologie de la maladie d'Alzheimer reste inconnue. Pourtant, les
récentes données de la littérature ont mis en évidence ie roie rondamieiiial
de l'amyloide dans cette pathologie (Hardy et Allsop, 1991; Selkoe, 1991;
Hardy et Higgins, 1992; Kosik, 1992). L'existence de co-facteurs comme les
glycosaminoglycannes/protéoglycannes est également considérée comme
indispensable au processus d'amyloidogéneése (Snow et Wight, 1989;
Kisilevsky et al., 1992, Masters et Beyreuther, 1992). Par conséquent, 1'étude
des interactions du peptide A4 avec les autres constituants des dépoOts
amyloides devrait permettre une meilleure compréhension de la séquence
d'événements qui conduit a la maladie d'Alzheimer. Finalement, la
caractérisation des protéoglycannes présents dans les dépots amyloides
pourrait nous renseigner sur l'origine des cellules impliquées dans
I'amyloidose (Snow et Wight, 1989).

Les premiers travaux qui ont identifié les glycosaminoglycannes/
protéoglycannes dans les dépdts amyloides ont été réalisés par Alan Snow
dans le laboratoire du Pr. Robert Kisilevsky au Canada (Snow et al., 19874,
1988b). Les résultats obtenus avec un anticorps (Kato et al., 1988) dirigé
contre un héparane sulfate protéoglycanne de membrane basale (perlecan)
(Noonan et al., 1991) ont laissé supposer une origine endothéliale pour ces
protéoglycannes. De plus, une altération de la barriere hémato-
encéphalique a été suggérée comme étant a la base des modifications
neuropathologiques observées au cours de la maladie d'Alzheimer
(Hassler, 1965; Ravens, 1978; Miyakawa et al., 1982; Hardy et al., 1986;

Scheibel et al., 1986). En partant de I'hypothese que les protéoglycannes ont
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travaux de Snow et al., 1988b, en utilisant un anticorps monoclonal dirigé
contre un autre héparane sulfate protéoglycanne vasculaire isolé des
glomérules de rein de bceuf afin de tester l'origine vasculaire des dépots

amyloides.

1 Caractérisation de l'anticorps monoclonal 7E12

dirigé contre 1'héparane sulfate protéoglycanne

vasculaire.

Nous avons eu l'opportunité de travailler avec un anticorps

monoclonal caractérisé en 1988 par Kemeny et coll.

1.1 Caractéristiques et spécificité

L'anticorps 7E12 a été obtenu a partir d'une préparation de
protéoglycannes de glomérules de rein de beeuf (Fillit et al.,, 1985). Il
reconnait spécifiquement un héparane sulfate protéoglycanne et ne montre
aucune réaction croisée avec le chondroitine sulfate protéoglycanne du
cartilage nasal de bceuf, la laminine, le collagéne IV ou encore la
fibronectine (Kemeny et al., 1988). En immunohistochimie, il reconnait la

membrane basale de glomérule de rein de bceuf (Kemeny et al., 1988).

1.2 Profil biochimique

Par la technique des immuno-empreintes aprés électrophorese en gel
de polyacrylamide 10%, l'anticorps marque une bande trés large qui

correspond a un protéoglycanne d'environ 210 kDa.
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1.3 Profil immunohistochimique dans le cerveau

1.3.1 dans les conditions normales

Cet anticorps avait déja été utilisé en immunohistochimie sur des
préparations de rein de Lweuf mais aucune étude n'avait été réalisée sur le
cerveau. Nous avons donc recherché les meilleures conditions de fixation
pour le tissu cérébral. Elles ont été obtenues avec du tissu fixé dans un
tampon phosphate pH 7,4 contenant 4% (P/V) paraformaldéhyde. Lorsque
le tissu avait été fixé par des solutions de type formol, Carnoy ou autres, les
résultats obtenus avec l'anticorps étaient de qualité moindre.

Avec les conditions optimales de fixation, l'anticorps s'est montré
performant pour le tissu nerveux de primates mais totalement inopérants
pour celui de rongeurs. Le profil immunohistochimique chez I'hnomme est
caractérisé par la reconnaissance spécifique des capillaires et des artérioles.
La microvascularisation est mise en évidence dans toutes les régions du

cerveau.

1.3.2 dans la maladie d'Alzheimer

Avec l'anticorps 7E12, le méme marquage de la microvascularisation
a été obtenu chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer
(Perlmutter et al., 1991) et les dép6ts amyloides colorés par la thioflavine S
ont été également détectés (Figure IX). La partie glycosaminoglycannique est
également présente dans ces dépdts amyloides et peut étre mise en évidence
par une coloration au bleu Alcian (Figure X). Finalement, seuls quelques
neurones normaux ou en dégénérescence sont marqués par l'anticorps

monoclonal 7E12.



Figure X

Coloratxo au bleu Alcian 1'hipp0campf d'un patient atteint de la
maladie d'Alzheimer. De nombreuses structures sont marquées mais les
dépots amyloides sont parfaitement visibles (pointes de flache) (A). A un
grossissement plus important, Un marquage diffus des dépdts est observé

(B). A) Echelle = 50 pm. B) Echelle = 25 pm. )
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2 Hvypothése de formation des dépdts amyloides

d'origine vasculaire

L'origine vasculaire des dépdts amyloides est une des premieres
hypothéses qui aient été proposées. Cette hypotheése repose sur un certain
nombre d'observations faites en microscopie optique et électronique
(Hassler, 1965; Ravens, 1978; Miyakawa et al., 1982; Hardy et al., 1986;
Scheibel et al., 1986). Pour tester cette hypotheése, nous avons analysé la
microvascularisation détectée par l'anticorps monoclonal 7E12. Ce dernier
semble marquer I'ensemble du systéme vasculaire a l'exception des veines.
Nous pouvons ainsi visualiser les larges vaisseaux perforants, les artérioles
et les capillaires dans les six couches du néocortex, mais également les trés
fines anastomoses qui permettent la connexion des plus petits capillaires.

Nous avons d'abord étudié la microvascularisation d'un cas témoin
jeune de 49 ans. Un rapport détaillé des caractéristiques morphologiques des
microvaisseaux et de leur distribution laminaire et régionale a été établi.
Tous les cas de témoins 4gés (n=3, moyenne d'adge=79,0 = 1,0 ans) ou patients
atteints de la maladie d'Alzheimer (n=9, moyenne d'age=80,8 £ 2,1 ans)
décrits par la suite l'ont été par rapport a ce jeune témoin qui servait donc
de référence. Référence présumée, puisque malheureusement, nous
n'avons pu travailler que sur un seul cas jeune. Les autres cas de démences

ont plutot été comparés aux patients atteints de maladie d'Alzheimer.
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2.1 Etude de la microvascularisation cérébrale

2.1.1 Dans la population jeune - angioarchitecture

Le marquage de la microvascularicaticn a #t¢ %valué en termes de
caractéristiques morphologiques, de densité globale, et de densités régionale
et laminaire des microvaisseaux. Chez le jeune témoin, les microvaisseaux
étaient lisses et aucune irrégularité n'était visible (Figures XI, XII, XVIA).
Chaque vaisseau pouvait étre suivi sur de longues distances. Parfois, de tres
fins microvaisseaux étaient observés. Ils semblaient correspondre a des
connections entre capillaires ou anastomoses (Figures XI, XVIB). La
distribution laminaire et la densité des microvaisseaux permettaient une
nette différence entre les régions corticales. Une corrélation entre l'angio- et
la cytoarchitecture a pu étre faite. Par exemple, dans I'hippocampe, I'alvéus
contenait une faible densité de vaisseaux marqués en comparaison des
autres régions de la corne d'’Ammon. Une forte densité de microvaisseaux
était observée dans la couche lacunoso-moléculaire de la corne d'Ammon
et dans le gyrus dentatus. La couche pyramidale présentait plus de
microvaisseaux marqués que la couche radiaire mais moins que la couche
lacunoso-moléculaire. Dans le cortex entorhinal, la densité des
microvaisseaux dans les couches II et III était la plus importante, pour
décroitre dans les couches V, VI et finalement IV. Dans le cortex temporal
inférieur (aire 20), les couches III et V étaient les plus vascularisées (Figure
XI). Une distribution similaire était observée pour le cortex frontal
supérieur (aire 9) et le cortex visuel secondaire (aire 18). Dans ces régions,
les anastomoses étaient principalement trouvées dans la couche III. Dans le
cortex visuel primaire (aire 17), la couche IVCS8 était la plus vascularisée,
suivie de la couche IVCa, IVA, IIIC et IVB, IIIB et V, et finalement des
couches I, II, et VI (Figure XII).



Figure XII
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Montage photographique du marquage immunohistochimique obtenu avec
I'anticorps 7E12 dans le cortex visuel primaire chez le jeune témoin de 49
ans. Noter la présence d'arteres perforantes qui se ramifient pour atteindre
les couches pyramidales III et V et la couche IV granulaire fortement
différenciée (astérisques). Remarquer la trés dense vascularisation de la
couche IVC. Echelle = 100 pm.






-65-

La vascularisation du cerveau peut donc étre corrélée a la
cytoarchitecture. Ainsi, la forte densité vasculaire des couches III et V dans
les aires associatives ou dans la couche IV de l'aire visuelle primaire
montre comment le cerveau répond aux besoins nutritifs des zones a forte
activité métabolique. En effet, les neurones des couches III et V permettent
les connections cortico-corticales (Barbas, 1986) et la couche IVC regoit les

afférences visuelles spécifiques du thalamus (corps géniculé latérale).

2.1.2 Dans la population dgée

Contrastant avec le marquage observé chez le cas jeune, la
microvascularisation des témoins 4gés présentait un profil différent: il était
irrégulier et la densité vasculaire apparaissait plus faible (Figure XIII). Le
nombre de branchements et la longueur des microvaisseaux étaient en
particulier diminués chez ces patients agés. De plus, les vaisseaux
semblaient s'amincir et se fragmenter, leur 6tant l'aspect lisse de marquage
observé chez le cas jeune (XVIA,B). Un petit nombre de vaisseaux de
diametre trés faible a été trouvé: ceci suggere qu'il y a eu un rétrécissement
vasculaire affectant & la fois anastomoses et capillaires. Lorsque ce
rétrécissement touchait de longs microvaisseaux, nous les avons appelés
vaisseaux atrophiés (Figure XVID, XIII). Malgré ces anomalies vasculaires,
I'angioarchitecture était préservée et la pathologie vasculaire était
faiblement présente dans les régions étudiées. Par exemple, dans
I'hippocampe (Figure XIV), les vaisseaux atrophiés étaient trouvés dans le
gyrus dentatus, et dans le hile/CA4. Ces altérations vasculaires avaient
également une distribution laminaire particuliére. Les couches pyramidale
et lacunoso-moléculaire étaient les plus affectées dans I'hippocampe
proprement dit (subiculum, CA1-CA4). L'aspect lisse du marquage des

vaisseaux était généralement perdu dans les couches les plus vascularisées



Figure XIV

HIPPOCAMPAL
SULCUs

Immunohistochimie avec l'anticorps 7E12 dans I'hippocampe chez un sujet
agé. La structure laminaire est encore bien conservée malgré la présence de
quelques vaisseaux atrophiés. H1: CA1; H2: CA2; H3: CA3; H4: CA4; H5: hile;
DG: gyrus dentatus; Sub: subiculum; Al: alvéus; SP: couche pyramidale; SR:
couche radiale; SLM: couche lacunoso-moléculaire. Echelle = 800 um.
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(gyrus dentatus et couche lacunoso-moléculaire). Dans les cortex entorhinal
et périrhinal, les vaisseaux atrophiés étaient trouvés dans les couches
superficielles. Nans les cortex froutal supérieur (Figure XV) et temporal
inférieur (Figure XIII), les vaisseaux atrophiés étaient retrouvés
principalement dans les couches II et III et & un moindre degré, dans les
couches V et VI. Dans le cortex visuel primaire, les vaisseaux zircpiues se
situaient dans les couches III, IVA et V.

Au cours du vieillissement, une anomalie vasculaire est donc
observée: il s'agit principalement d'une atrophie de certains
microvaisseaux. Celle-ci a une distribution régionale et laminaire qui
correspond aux zones hautement vascularisées a forte activité métabolique.
Ces anomalies vasculaires pourraient donc étre liées a la baisse de cette
activité dans le vieillissement qui se traduirait par une rétraction de
certains microvaisseaux devenus "inutiles". Cela expliquerait également le
profil fragmenté des microvaisseaux. Il faut également noter que les zones
présentant les vaisseaux atrophiés, sont identiques a celles ol les lésions
neuropathologiques de la maladie d'Alzheimer sont retrouvées. Il se
pourrait donc trés bien que ce soit la formation de vaisseaux atrophiés qui

conduit a la baisse d'activité métabolique par manque d'apport sanguin.

2.1.3 Dans la maladie d'Alzheimer et le syndrome de Down
Dans le cas de patients atteints de maladie d'Alzheimer, la densité de
vaisseaux marqués était fortement diminuée par rapport aux cas témoins
(Figure XVIB). Pourtant, suite a l'atrophie corticale, la baisse de densité
vasculaire n'était pas toujours évidente a visualiser, les microvaisseaux
apparaissaient plus fragmentés et présentaient moins de ramifications
(Figure XVIb, XVII). De plus, le nombre de vaisseaux atrophiés (Figure

XVID) était nettement plus important et d'autres anomalies vasculaires
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Immunohistochimie avec lantlcorps 7E12: A) Couche III du cortex visuel primaire chez le jeune témoin de 49 ans. Les vaisseaux
| sont fortement ramifiés et la densité vasculaire est importante. B) Couche HI du cortex temporal inférieur chez le jeune témoin de
49 ans. Noter 'anastomose entre deux microvaisseaux paralleles et I'aspect lisse du marquage des contours de vaisseaux. C) Couche
IIT du cortex visuel primaire d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Noter l'irrégularité dans le contour des vaisseaux. Une
baisse de la densité vasculaire est évidente avec amincissement et fragmentation des microvaisseaux. D) Couche III du cortex frontal
supérieur chez un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Noter la présence du long vaisseau atrophié. D'autres plus courts sont
également visibles. A) and C): Echelle = 100 pm. B) and D): Echelle = 25 um.
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Figure XVII

Montage photographique du marquage immunohistochimique obtenu avec
'anticorps 7E12 dans le cortex temporal inférieur chez un patient atteint de
la maladie d'Alzheimer. Ce patient avait une forte atrophie cérébrale; cela
se traduit par une compression laminaire. Les contours des vaisseaux
apparaissent trés altérés et les vaisseaux sont fortement fragmentés. De
nombreux vaisseaux atrophiés sont également présents. Echelle = 100 pm.



Figure XVIII

- R Y Y

- E § %, 2

Détails d'anomalies vasculaires marqués par l'anticorps 7E12 chez différents
patients atteints de la maladie d'Alzheimer: A) Formation d'une boucle sur
une large artériole dans le subiculum (fleche incurvée). Noter également la
compression laminaire qui conduit & une perte totale de l'angioarchitecture.
B) Tortuosité d'un vaisseau de plus faible diametre dans la couche III du
cortex temporal inférieur (fleche). Ce type de structure était souvent
retrouvé dans les régions a forte atrophie. C) Dans ce cas particulier, une
lacune (microinfarctus) a été observée dans le CAl. Elle se caractérisait par
l'accumulation extracellulaire de matériels marqués par l'anticorps 7E12 et
la présence de vaisseaux atrophiés et tortueux. Echelle = 100 um.
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étaient observées, telles que la formation de boucles sur de larges artérioles
(Figure XVIIIA) et I'augmentation de la tortuosité des vaisseaux de plus
petit diametre (Figure XVIIIB). Une lacune caractérisée par des débris de
microvaisseaux était trouvée dans l'hippocampe d'un patient (région du
CA1) (Figure XVIIIC). Finalement, dans les cas présentant une atrophie
sévere, la diminution de l'épaisseur du cortex conduisait a une forte
pertubation de l'angioarchitecture, ne permettant plus de distinction entre
les différentes couches du cortex (Figure XVII). Des anomalies vasculaires
étaient retrouvées dans toutes les régions du néocortex, a l'exception du
cortex visuel primaire ot des différences étaient observées selon les
patients. Ainsi, une multitude de vaisseaux atrophiés était visible dans
toutes les régions du néocortex mais d'autres anomalies vasculaires
restaient spécifiques a certaines régions. Par exemple, un écrasement des
couches du néocortex était observé, pour certains cas présentant une sévere
atrophie, dans la formation hippocampique et les cortex frontal supérieur et
temporal inférieur, mais absolument pas dans l'aire visuelle primaire.
Lorsque l'hippocampe n'était pas trop atrophié (Figure XIX), les autres
changements vasculaires observés étaient identiques a ceux décrits pour les
cas témoins 4gés, mais ils s'étendaient beaucoup plus. Dans les cortex
frontal supérieur, temporal inférieur et visuel secondaire, les anomalies
vasculaires tels que les vaisseaux atrophiés ou fragmentés se situaient
principalement dans les couches II et III, puis a plus faible densité dans les
couches V, VI et finalement IV (Figures XVII, XX). La plupart des vaisseaux
présentant des boucles était des artérioles et se situait principalement dans
les couches V et VI et a un degré moindre dans les couches II et III. Les
vaisseaux tortueux étaient observés majoritairement dans la substance
blanche. Des enchevétrements en spirale de vaisseaux étaient retrouvés

dans les couches II et IIT (Figure XXXII). Dans le cortex visuel primaire, tous






Figure XX

AN,
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Montage photographique du marquage immunohistochimique obtenu avec
I'anticorps 7E12 dans le cortex frontal supérieur chez un patient atteint de la
maladie d'Alzheimer. Dans ce cas, il y a une légere atrophie cérébrale et la
perte de densité vasculaire est difficile a évaluer. Des vaisseaux atrophiés
sont observés dans les couches II-III et V-VI. Des dépots amyloides diffus
sont visibles a la limite de la substance blanche (WM) et de la couche VL
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les patients présentaient des anomalies vasculaires mais a un degré
moindre que dans les autres régions du néocortex. Elles se situaient
également dans les couches Iif et V, mais dans certains cas avec angiopathie
amyloide, elles se retrouvaient tout d'abord dans la couche IVC, puis dans
les couches III et V (Figure XXI).

Pour le syndrome de Down, deux cas 4gés respectivement de 20 et 74
ans ont été étudiés: aucune lésion neuropathologique de type Alzheimer
(dépots amyloides ou lésions neurofibrillaires) n'a été détectée par une
coloration a la thioflavine S chez le patient jeune. Par contre, chez le sujet
agé, une forte densité de plaques séniles et de lésions neurofibrillaires a pu
étre mise en évidence. Les deux cas présentaient des implications
vasculaires tout a fait différentes. Chez le jeune trisomique, les anomalies
vasculaires étaient similaires a celles décrites pour les témoins agés: les
vaisseaux atrophiés étaient principalement trouvés dans les couches III et V
(Figure XXIIA). Le cas agé possédait des microvaisseaux fins et fragmentés a
un degré beaucoup plus important que les patients atteints de maladie
d'Alzheimer et la faible densité de vaisseaux marqués par rapport au jeune
sujet était également surprenante. Des vaisseaux atrophiés étaient
retrouvés en grand nombre dans toutes les couches (Figure XXIIB).

Concernant les anomalies wvasculaires, la différence avec le
vieillissement est donc évidente. QOutre les vaisseaux atrophiés décrits en
grand nombre dans toutes les couches et régions, le profil angioarchitectural
est différent: il y une baisse de la densité vasculaire et une fragmentation
des microvaisseaux. Ces deux phénomenes sont probablement liés; en effet,
la diminution des ramifications vasculaires confere aux microvaisseaux cet
aspect fragmentaire. Finalement, des structures anormales ont été
identifiées tels que les vaisseaux tortueux, les vaisseaux en boucle et les

enchevétrements en spirale de microvaisseaux.



Figure XXI

montage photographique du marquage immunohistochimique obtenu avec

I'anticorps 7E12 dans le cortex visuel primaire chez un patient atteint de la.
maladie d'Alzheimer présentant une angiopathie amyloide. Les
microvaisseaux sont moins altérés que dans les autres régions du néocortex
(cortex frontal supérieur et temporal inférieur). Les vaisseaux atrophiés
étaient situés dans les couches II et Il et V et VI, mais également dans la
couche IVC. Les dépdts amyloldes étaient localisés dans les couches II et II et
V et VI (fleches). De plus, la couche IVC était riche en dépots diffus a la’
périphérie des vaisseaux (tétes de fleches). Echelle = 100 pm.
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2.1.4 dans d'autres maladies neurodégénératives
Maladie de Pick

La maladie de Pick, démence dégénérative présénile, se caractérise par
une atrophie lobaire circonscrite fronto-temporale, et I'absence de lésions de
type sénile & I'examen histologique. Une lésion particuliére est retrouvée
dans environ 70 % des cas: les corps de Pick, ballonnements argyrophiles
retrouvés dans les petits neurones pyramidaux (Brion et Plas, 1991).

Dans la maladie de Pick (n = 6, moyenne d'dge = 71,8 = 6,1 ans), la
densité des vaisseaux était dramatiquement diminuée et l'aspect fragmenté-
était extréme. L'atrophie corticale était si importante qu'il était difficile ou
parfois méme impossible de distinguer clairement les profils
angioarchitecturaux. Dans le plus agé des cas, nous avons trouvé de
nombreux vaisseaux tortueux. Dans tous les cas, le nombre de vaisseaux
atrophiés était trés important sans préférence laminaire évidente (Figure
XXIIC).

Démence pugilistique

La démence pugilistique est un état démentiel consécutif a des
traumatismes craniens. Neuropathologiquement, elle se caractérise par la
présence de lésions neurofibrillaires en amas dans le cortex frontal et
temporal (médian, en particulier). Récemment, des dépdts amyloides
détectés par un anticorps anti-protéine amyloide ont été trouvés chez
certains cas (Corsellis, 1978).

Dans les deux cas de démence pugilistique (63 et 69 ans), nous ne
disposions que du cortex frontal et aucun dép6t amyloide n'a pu étre
observé. La fragmentation des vaisseaux était comparable a celle observée
dans la maladie d'Alzheimer. Aucun vaisseau tortueux ou en boucle n'a

été observé. La perte en densité vasculaire était frappante, principalement
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dans les couches superficielles. La plupart des vaisseaux atrophiés ont été

trouvés dans les couches III et V (Figure XXIID).

Syndrome de l'ile de Guam

Ce syndrome associant maladie de Parkinson, sclérose latérale
amyotrophique et démence, atteint la population Chamorro de I'ile de
Guam. L'examen histologique montre des lésions neurofibrillaires. Une
origine environnementale est fortement soupconnée (Garruto, 1991)

Dans tous les cas de Guam (n = 4 a syndrome parkinsonien, moyenne

d'age = 75,3 £ 3,9 ans et n = 1 présentant une sclérose latérale

[N

amyotrophique, 65 ans), une forte baisse de la densité vasculaire a ét

[

observée. Une compression laminaire des couches superficielles a ét
également observée chez certains patients avec syndrome parkinsonien
(Figure XXIII) Des vaisseaux tortueux ont été trouvés chez tous les patients,
dans toutes les régions étudiées et dans toutes les couches, y compris la
substance blanche. Dans tous les cas, les vaisseaux atrophiés étaient
principalement retrouvés dans les couches II et III (Figures XXIIE,F) et V du
cortex frontal supérieur et temporal inférieur. Dans les cas de Guam a
syndrome parkinsonien, les enchevétrements en spirale de vaisseaux
étaient couramment rencontrés, principalement dans les couches
superficielles. Dans un cas de Guam avec syndrome parkinsonien et
manifestation d'atypies sémiologiques évoquant une paralysie
supranucléaire progressive, la perte laminaire était évidente et de

nombreux vaisseaux en boucle et tortueux étaient observés (Figure XXIIF).
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2.1.5 Anomalies vasculaires et démences: cause ou effet?

L'étude de la microvascularisation dans le cerveau normal jeune
nous a permis de vérifier la corrélation entre cyto- et angioarchitecture
(Duvernoy et al., 1981; Mann et al., 1986; Duvernoy, 1988). Dans le cerveau
agé, des anomalies vasculaires sont présentes tels que les vaisseaux
atrophiés. Il est intéressant de noter qu'elles ont une distribution laminaire
et régionale qui correspond aux zones ot les lésions neuropathologiques de
type Alzheimer sont retrouvées. Pourtant, il est probable que ces
modifications vasculaires soient plutdt liées & d'autres complications tels
que I'hypertension (Melamed et al., 1980), I'athérosclérose ou encore des
problémes respiratoires ou cardiaques (Funkenstein, 1988) qui conduiraient
a des effets identiques a ceux rencontrés dans les maladies vasculaires
(souffrance de la cellule endothéliale) (Vinters and Mah, 1991). Ces
altérations expliqueraient aussi pourquoi les microvaisseaux perdent cet
aspect lisse rencontré chez le jeune cas témoin.

L'étude de la microvascularisation dans la maladie d'Alzheimer et le
syndrome de Down laisse ouverte une hypothése étiopathogénique
vasculaire, en particulier due au fait qu'un jeune trisomique sans lésion
neuropathologique de type Alzheimer présente déja des anomalies
vasculaires. Cela suggere que la pathologie vasculaire précéde l'apparition
des dépots amyloides et des lésions neurofibrillaires. Néanmoins, il est
difficile de tirer une conclusion a partir d'un cas. Pourtant, de nombreux
auteurs ont déja émis I'hypotheése d'un rdle causal d'une vascularisation
déficiente dans la maladie d'Alzheimer telle que la rupture de la barriére
hémato-encéphalique (Hassler, 1965; Ravens, 1978; Miyakawa et al., 1982;
Hardy et al., 1986; Scheibel et al., 1986). Ainsi, dans le vieillissement et la
maladie d'Alzheimer, une augmentation du diametre des capillaires et une

diminution de la densité vasculaire ont été décrites (Hassler, 1965; Ravens,
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1978; Bell and Ball, 1981; Mann et al., 1986; Perlmutter et al., 1990). Pourtant,
les résultats entre patients atteints de la maladie d'Alzheimer et témoins
agés sont différents selon les auteurs. Certains n'observent pas de différence
significative entre les deux populations quant au diametre des capillaires et
la densité vasculaire, méme au niveau des régionc présentan! un giund
nombre de lésions neuropathologiques de type Alzheimer (Bell and Ball,
1981; Bell and Ball, 1990). D'autres auteurs voient non seulement une
diminution de la densité vasculaire mais aussi la présence d'anomalies
vasculaires particulieres (vaisseaux en boucle et/ou tortueux) (Hassler, 1965;
Scheibel et al., 1986). Certaines de ces anomalies pourraient étre la réponse
physiologique a une modification métabolique: les vaisseaux en boucle et
les enchevétrements en spirale pourraient ralentir le débit sanguin en cas
d'hypertension locale et ainsi prévenir des accidents ischémiques. D'autres
vaisseaux tels que les vaisseaux tortueux pourraient étre une réponse
mécanique a l'atrophie corticale.

Récemment, Fischer et coll (1990) ont montré que les anomalies
vasculaires et la baisse de densité vasculaire avaient une distribution
régionale spécifique. Nos résultats vont également dans ce sens: il y a une
spécificité dans la distribution des anomalies vasculaires (en particulier les
microvaisseaux atrophiés) non seulement régionale mais aussi laminaire.
II faut néanmoins noter 1'hétérogénéité de nos résultats: tous les malades
n'‘ont pas une densité vasculaire fortement diminuée; la présence
d'angiopathie amyloide modifie le profil laminaire des anomalies
vasculaires en particulier dans le cortex visuel primaire, pour passer des
couches IIT et V a la couche IVC. Il est a noter que cette hétérogénéité est a
rapprocher de celle observée pour la dégénérescence neurofibrillaire qui
affecte tout particulierement le cortex occipital (Hof et Bouras, 1991; Hof et

al., 1989, 1990) ou qui épérgne plus ou moins l'aire visuelle primaire (aire
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17) (Vermersch et al., 1992). Il serait intéressant d'analyser la
microvascularisation dans ces cas particuliers.

Pour mieux comprendre si ces anomalies vasculaires jouent un réle
pathogénique ou sont une conséquence de la présence de lésions de type
Alzheimer, nous avons analysé la microvascularisation dans d'autres cas
de souffrance neuronale. Tout d'abord, la maladie de Pick dont l'étiologie
reste inconnue et qui ne présente pas de lésions neurofibrillaires mais une
autre altération neuronale (corps de Pick) et une forte atrophie corticale,
ensuite la démence pugilistique d'origine traumatique et finalement le
syndrome de l'ile de Guam probablement d'origine environnementale.
Toutes les anomalies vasculaires décrites dans la maladie d'Alzheimer ont
été retrouvées en partie ou totalement dans ces démences.

Dans la maladie de Pick, l'atrophie cérébrale est particuliérement
sévere. Les anomalies vasculaires observées chez ces patients étaient
principalement la compression laminaire avec un écrasement des couches
qui a entrainé une perte du profil angioarchitectural et la présence de
vaisseaux tortueux. Il semble donc évident de penser que ce type de
structures apparait a la suite de l'atrophie: il y aurait eu un phénoméne
mécanique de compression.

Dans la démence pugilistique, les vaisseaux atrophiés sont retrouvés
dans les couches III et V; il y a donc une corrélation entre cette anomalie
vasculaire et la distribution des lésions neurofibrillaires (Hof et al., 1992). La
baisse de la densité vasculaire et 'aspect fragmenté des microvaisseaux était
particuliérement visible dans les couches superficielles. Les traumatismes
craniens ont été considérés comme facteurs responsables de l'apparition des
lésions neurofibrillaires non seulement dans la démence pugilistique mais
aussi dans d'autres cas tel que le comportement d'auto-mutilation, fréquent

dans les complications de l'autisme (Hof et al., 1991a). Dans de tels cas, il est
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possible que la répétition de ces chocs et la création de traumatismes
craniens aboutissent a des dommages vasculaires qui induiraient la
formation de lésions neurcfibiiliaires. Par exemple, dans le cas d'autisme
avec auto-mutilation décrit par Hof et coll. (1991a), des amas de lésions
neurofibrillaires ont été déciits a la périphérie des vaisseaux.

Les résultats obtenus avec les cas de syndrome de Guam apportent
d'autres arguments a un role éventuel des microvaisseaux dans
I'apparition de lésions neurofibrillaires. Pour les cas de Guam & syndrome
parkinsonien, il y a également une corrélation entre la distribution
laminaire et régionale des vaisseaux atrophiés et celle des neurones en
dégénérescence (Hof et al., 1991b). L'étiopathogénese du syndrome de Guam
reste inconnue mais un facteur environnemental est probablement
impliqué (Garruto, 1991). En particulier, I'aluminium et une toxine de la
plante Cycas circinalis pourraient étre impliqués dans la formation des
lésions neurofibrillaires (Perl et al., 1982; Spencer, 1987; Garruto, 1991).
L'aluminium est d'un intérét particulier puisqu'il peut bloquer les sites
anioniques de la barriere hémato-encéphalique de la méme maniere que
dans les encéphalopathies des dialysés (Bakir et al., 1986) et par conséquent
favoriser l'entrée d'une toxine dans le systéme nerveux central.

Nous avons pu mettre en évidence de nombreuses anomalies
cérébrovasculaires présentes a la fois dans le vieillissement et dans toutes
les conditions démentielles. Néanmoins, il existe une diversité dans leur
nature et leur localisation qui confére a la pathologie vasculaire de chaque
démence un caractére propre. La compression laminaire et les vaisseaux
tortueux sont secondaires a l'atrophie cérébrale: suite a la perte neuronale,
il y a un affaissement du tissu cortical (écrasement des couches du cortex)
qui donne cet aspect "en ressort” aux microvaisseaux des couches

supercifielles. Ces vaisseaux tortueux sont caractéristiques de la maladie de
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Pick méme s'ils sont retrouvés dans d'autres démences. Les vaisseaux en
boucle et les enchevétrements en spirale sont probablement le résultat
d'une action physiologique; en effet, un phénomene mécanique ne peut pas
seul expliquer la torsion ou la spiralisation de trois a quatre vaisseaux; il
faut un processus dynamique. Il n'est pas certain que ces anomalies aient
un role dans la formation des lésions neuropathologiques. Finalement, les
vaisseaux atrophiés sont communs a toutes les démences et sont également
retrouvés dans le vieillissement. Leur distribution régionale et laminaire
est corrélée avec celle des lésions neuropathologiques de la maladie
d'Alzheimer et des autres démences. Si cette association peut suggérer un
role causal de la vascularisation dans les démences pugilistiques et les cas de
Guam a syndrome parkinsonien, cela n'est pas si évident pour la maladie
d'Alzheimer. Cette derniere a une étiologie qui lui est propre et
certainement différente des autres démences étudiées. La seule conclusion
qui puisse donc étre tirée de l'étude de la vascularisation est la présence
d'altérations vasculaires souvent ignorée ou sous-estimée dans le
vieillissement et toutes les démences étudiées. Ce terme d'altération
vasculaire doit étre néanmoins clarifié. En effet, il existe différentes
anomalies vasculaires et il est possible que certaines d'entre-elles jouent un
role dans la pathogénese des lésions chez certains patients atteints de la
maladie d'Alzheimer. L'hétérogénéité de la maladie rend cependant

I'analyse de ces résultats difficile.
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2.2 Les dépdts amyloides

Si la pathologie vasculaire est peut-étre causale dans un sous-
groupe de patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Miyakawa et al,,
1982; Selkoe, 1991), quelle est la relation entre dépots amyloides et
microvascularisation? Pour tenter de répondre a cette question, nous
avons analysé la morphologie des dépdts amyloides marqués avec
I'anticorps monoclonal 7E12 (dirigé contre un héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire) et leur relation spatiale avec les

microvaisseaux.

2.2.1 Morphologie des dépéts amyloides
Une origine vasculaire des dép6ts amyloides est soupgonnée du
fait de leur marquage par l'anticorps 7E12. La classification des dépdts
amyloides (visualisés avec un anticorps anti-peptide A4) choisie pour
analyser le marquage de l'anticorps 7E12 est celle de lkeda et al., 1989.
Tous les types de dépdts ont été retrouvés avec l'anticorps 7E12:

dépdts & core ou de type 1

Ce marquage était rare (Figure XXIV) et il était difficile de déterminer
si le core n'était pas en fait un microvaisseau coupé transversalement. Ce
type de dépdts était retrouvé plus volontiers dans les cas avec angiopathie
amyloide mais ne présentait pas de distribution régionale particuliere.

dépOts sans core ou de type 2

Ce type de dépéts amyloides représentait la majorité du marquage
obtenu avec l'anticorps 7E12 (Figures XXV, XXVI). Il a été trouvé chez tous
les patients atteints de la maladie d'Alzheimer, le sujet agé trisomique et le

cas présentant un syndrome de Guam parkinsonien avec dépdts amyloides.









~== Figure XXV

Immunohistochimie de dépdts amyloides de type 2 réalisée avec I'anticorps
7E12: A) dans le cortex frontal supérieur (couche III). Noter l'aspect
granulaire du marquage. Le dépdt central ne présente aucune relation de
contiguité avec les microvaisseaux mais il est possible d'observer d'autres
dépdts en relation avec les vaisseaux (en haut). B) dans le cortex temporal
inférieur (couche V), les dépo6ts de type II ont un aspect plus compact et ils
ne sont pas toujours en contact avec les microvaisseaux. A) Echelle = 25 pm.
B) Echelle = 50 pum.

Figure XXVI ey

Immunohistochimie de dép6ts amyloides de type 2 réalisée avec l'anticorps
7E12: A) dans le cortex temporal inférieur (couche III), les dépdts ont un
aspect limite entre le type 2 et le type 3, ils n'ont pas un aspect granulaire. IIs
sont en contact avec les vaisseaux mais il est difficile d'établir leurs relations
exactes avec la vascularisation. B) dans le cortex temporal inférieur (couche
VI), les dépdts ont un aspect granulaire en contact ou non avec les
vaisseaux. Echelle = 50 um.
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dépdts diffus et de type 3

Il s'agissait d'un marquage caractéristique fréquemment rencontré a
la limite entre la substance blanche et la couche VI (Figure XXVII): les
dépots diffus étaient fréquents mais a un moindre degré que ceux de type 2.

dépobts en contact ou non avec les vaisseaux

Etant donné la présence d'un HSPG vasculaire, constituant de la
membrane basale des vaisseaux, dans les PS, nous avons analysé les
rapports entre microvaisseaux et dépots amyloides. Il ne semble pas y avoir
une relation entre dépots amyloides et microvaisseaux dans la plupart des
cas (Figures XXV, XXVII, XXVIII). Les dépb6ts amyloides se trouvaient
dispersés dans le domaine extracellulaire sans relation de contiguité avec
les microvaisseaux. Comme décrit précédemment pour les altérations
vasculaires, dans le cas de patients avec angiopathie amyloide, ce profil était
quel que peu différent; un manchon amyloide semblait étre observé a la
périphérie des vaisseaux (Figure XXIX). Cet aspect particulier d'amyloidose
a déja été décrit, aprés une coloration a la thioflavine 5, chez certains
patients avec angiopathie amyloide (Peers et al., 1988). Ce type d'amyloide
serait a l'origine des neurites dystrophiques trouvés en périphérie des
vaisseaux (Delacourte et al., 1987). Il semble donc que dans ces cas, il y ait
une relation de cause 2 effet entre les vaisseaux avec angiopathie amyloide

et les neurites en dégénérescence.
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2.2.2 Distribution laminaire et régionale des dépdts amyloides

marqués par l'anticorps 7E12

Chez un sujet 4gé (78 ans), nous avons trouvé des dépdts amyloides
de type 2 en l'absence de lésions neurofibrillaires (& I'exception du cortex
entorhinal, olt de rares lésions neurofibrillaires ont pu étre observées). Ces
dépots étaient absents de I'hippocampe, rares dans le cortex périrhinal et
trés nombreux dans le cortex frontal et & un degré moindre dans le cortex
temporal. Dans ce dernier, ils étaient localisés de facon prédominante dans
la couche III, alors qu'ils se trouvaient plutdt dans les couches III et V du
cortex frontal supérieur. Les anomalies vasculaires dans ce cas étaient
moins séveres que dans d'autres cas témoins sans lésion
neuropathologique. Si ce cas représénte un cas pré-clinique de la maladie
d'Alzheimer, ces résultats ne sont pas en faveur d'un rdle causal de la
microvascularisation.

L'analyse régionale et laminaire des dép6ts amyloides a également
été réalisée dans la maladie d'Alzheimer (Figure XXX). Tous les types de
dépdts amyloides sont marqués par l'anticorps 7E12, méme les dépdts
diffus, parfois peu colorés par la thioflavine S (Figure XXXI). La déposition
d'héparane sulfate protéoglycanne est donc un phénomeéne précoce dans
I'amyloidose puisque les dépdts diffus ou pré-amyloides, contenant non
seulement le peptide A4 mais aussi I'APP complet, sont considérés comme
les premiers a infiltrer le tissu nerveux. Dans l'hippocampe, les dépots
amyloides sont situés en nombre décroissant respectivement dans le gyrus
dentatus, puis dans le hile/CA4 et finalement le CA1/subiculum (Figure
XXI). Dans les cortex temporal et frontal, ils se trouvaient principalement
dans les couches II et III, la couche V et a la limite de la couche VI et de la
substance blanche (Figures XXII, XXXII). Dans le cortex visuel primaire, leur

distribution laminaire était liée & la co-existence ou non d'angiopathie






Figure XXXI

Couches profondes du cortex temporal d'un patient atteint de la maladie
d'Alzheimer. Double marquage des dépdts amyloides par l'anticorps 7E12
(A) et par une coloration a la thioflavine S en fluorescence (B). Noter que
les dépdts amyloides sont a la fois marqués par l'anticorps et le colorant
(fleche). Les dépdts préamyloides ou diffus sont peu ou pas marqués par la
thioflavine S (tétes de fleche). Ils n'ont pas encore acquis une structure en
feuillets $3-plissés mais ils sont bien marqués par l'anticorps. Echelle = 50
pm.



Figure XXXII

Montage photographique du marquage immunohistochimique obtenu avec
l'anticorps 7E12 dans le cortex frontal supérieur chez un patient atteint de la
maladie d'Alzheimer. Noter l'atrophie corticale, le grand nombre de
vaisseaux atrophiés et l'enchevéirement de microvaisseaux (astérisque).
Des dépdts amyloides diffus sont également détectés, en particulier dans les
couches V et VI (fleches). Echelle = 100 um.






Figure XXXIII

Couche IVC du cortex visuel primaire d'un patient atteint de la maladie
d'Alzheimer manifestant une angiopathie dyshorique. Double marquage -
des dépdts amyloides par une coloration a la thioflavine S en fluorescence
(A) et par l'anticorps 7E12 (B). Noter le marquage diffus par l'anticorps 7E12
(B) a proximité des vaisseaux présentant une forte angiopathie (détectés par
la coloration a la thioflavine S) (A). Les dépots amyloides semblent sortir de
la paroi des vaisseaux.
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dyshorique (Figure XXXIII). En présence de cette derniére, une localisation
préférentielle des dépots amyloides dans la couche IVC était observée
(Figures XXI, XXXIII). Ces distributions laminaire et régionale sont
similaires a celles décrites dans la littérature (Rogers and Morrison, 1985;
Lewis et al., 1987; Arnold et al., 1991; Braak et Braak, 1991; Delaére et al.,
1991; Price et al., 1991). Il n'existe donc pas un sous-type de dép6ts amyloides
marqués par l'anticorps 7E12 mais il reste possible qu'un sous type de
plaques, par exemple celles de la couche IVC du cortex visuel primaire dans
le cas d'angiopathie amyloide, ait pour origine les vaisseaux (Figures XXI,

XXXIII) tel que cela vient d'étre récemment suggéré (Yamaguchi et al., 1992).

2.3 Les thrombospondines: heparin binding proteins

2.3.1 Généralités

De nombreux constituants de la membrane basale des vaisseaux sont
retrouvés dans les dépots amyloides tels que I'héparane sulfate
protéoglycanne (perlecan) (Snow et al., 1988b), le collagéne IV, et la
laminine (Perlmutter et al., 1991), et la fibronectine (Howard et Pilkington,
1990). Ces observations et la détection d'anomalies vasculaires par
I'anticorps 7E12 nous a amené a étudier la localisation immuno-
histochimique d'une famille de protéines particulieres, les
thrombospondines. Elles possedent une affinité pour toutes les constituants
décrits ci-dessus et agissent également comme un régulateur de
I'angiogénese (Frazier, 1991; Good et al., 1990; Taraboletti et al., 1990). Dans
le cadre d'une collaboration avec le Dr. D. Roberts (NIH, Bethesda, USA),
nous disposions d'une batterie d'anticorps contre la thrombospondine.
Nous avons donc analysé ces constituants particuliers qui sont par de

nombreux aspects similaires aux protéoglycannes.
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Les thrombospondines sont des glycoprotéines multifonctionnelles
de la famille des protéines d'adhésion et produites a la suite d'un épissage
alternatif d'un ou deux geénes (Laherty ot al., 1992; Bornstein et al | 1991;
Lawler et Hynes, 1986). Elles intéragissent avec les constituants de la
membrane plasmique et de la matrice extracellulaire tels que les
glycolipides, les protéoglycannes, la fibronectine, le collagéne et le
plasminogéne (Frazier, 1991; Mosher, 1990). Les thrombospondines
favorisent aussi l'adhésion et la migration cellulaire et modulent les
réponses de nombreux types cellulaires aux facteurs de croissance (Frazier,
1991; Mosher, 1990). Du fait de ces propriétés, ce sont des régulateurs de
l'angiogénéée (Good et al., 1990; Taraboletti et al., 1990). Un de leurs ligands
membranaires est I'héparane sulfate protéoglycanne qui pourrait moduler
leur activité biologique (Roberts et al., 1987; Taraboletti et al., 1987; Roberts,
1988; Murphy-Ullrich et Hook, 1989). Dans le systéme nerveux central, les
thrombospondines sont synthétisées par les cellules gliales (Asch et al.,
1986). Elles jouent un rdle fondamental dans la migration neuritique au
cours de l'embryogénese: elles sont impliquées dans la migration des
cellules granulaires cérébelleuses (O'Shea et al., 1990) et celles de la créte
neurale au cours du développement (O'Shea et Dixit, 1988). Elle sont
également impliquées dans la croissance neuritique des cellules PC12
(O'Shea et al., 1991) et de la rétine (Neugebauer et al., 1991). Elles possedent
au moins deux types de récepteurs neuronaux (Neugebauer et al., 1991).
Nous avons analysé la distribution des thrombospondines en
utilisant deux anticorps (monoclonal A6.1 et polyclonal contre la
thrombospondine humaine). Ces anticorps ont été développés contre la
thrombospondine-1, produit du premier géne décrit (Lawler et Hynes, 1986).
Nous n'avons aucune évidence qu'ils reconnaissent la thrombospondine-2,

produit du second geéne (Bornstein et al., 1991). Pourtant, les deux protéines



-81-

contiennent de nombreuses séquences identiques et il est probable que
I'immunsérum reconnaisse des régions communes. Etant donné que
I'anticorps monoclonal A6.1 reconnait les mémes éléments, nous pensons
qu'il se fixe également sur les deux thrombospondines. La présence des
deux protéines dans le cerveau de souris a 1'état foetal et adulte (Laherty et
al., 1992) laisse présager qu'elles sont également trouvées dans le cerveau
humain: elles pourraient donc étre reconnues par les deux anticorps.
Pourtant, afin d'éviter toute confusion, la description de nos résultats se

fera en utilisant le terme: la thrombospondine.

2.3.2 Localisation immunohistochimique

Dans le cortex des témoins 4gés, les anticorps dirigés contre la
thrombospondine marquaient une sous-population de neurones
pyramidaux (Figure XXXIV). Ces derniers sont trouvés dans la couche
pyramidale des régions CA1-CA4 de la corne d'’Ammon (Figure XXXIVA),
dans les larges neurones polymorphiques du gyrus dentatus, les couches II
(Figure XXXIVB) et III du cortex entorhinal, les couches III et V de cortex
temporal et frontal. Le marquage apparaissait finement granulaire (Figure
XXXIVC). Les cellules gliales, en particulier ceux de la substance blanche
étaient également marquées. Finalement, quelques microvaisseaux ont pu
étre détectés (Figure XXXIVA).

Dans le cortex des patients atteints de la maladie d'Alzheimer, le
marquage neuronal était fortement diminué, en particulier dans les régions
affectées par la dégénérescence neurofibrillaire. Par exemple, dans les
régions CA1 et CA3, les neurones étaient marqués chez les témoins (Figures
XXXIVA, XXXVA,B). Dans la maladie d'Alzheimer, le marquage a presque
disparu au niveau du CA1 (Figure XXXVC) et a légérement diminué dans le
CA3 (Figure XXXVD). Un baisse comparable a été observée dans le

subiculum et les couches II et V des cortex temporal et frontal. Le marquage






Figure XXXIV

A) Marquage de neurones pyramidaux et microvaisseaux par l'anticorps
polyclonal dirigé contre la thrombospondine chez un sujet témoin agé. B)
Couche II du cortex entorhinal chez un sujet 4gé marquée par l'anticorps
monoclonal A6,1; noter le marquage neuronal. Echelle = 100 pm. C) Fort
grossissement de neurones pyramidaux du CA3 mis en évidence par
I'anticorps A6,1. Noter l'intensité du marquage granulaire. Echelle = 25 pm.






Figure XXXV

Immunohistochimie réalisée avec l'anticorps monoclonal A6,1: A) région CA1 chez un sujet 4gé. B) région CA3 chez un
sujet agé. Noter l'intensité du marquage neuronal dans les cas pour les deux régions. Des microvaisseaux sont
également détectés. C) région CAl chez un patient atteint de la maladie d'Alzheimer; le marquage neuronal est
fortement diminué ol une détection des microvaisseaux est toujours possible. D) région CA3 chez un patient atteint de
la maladie d'Alzheimer; le marquage neuronal est mieux préservé que dans la région CAl et peu différent du sujet agé.
Té: sujet témoin agé; MA: patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Echelle = 100 pm.
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particuliérement intense chez les témoins des neurones de la couche II du
cortex entorhinal avait complétement disparu chez les patients atteints de
la maladie d'Alzheimer. I.e marguage glial et vasculaire étaient identiques
pour les deux populations. Les différents types de dépots amyloides ont été
également marqués par les anti-thrombospondine suggérant une
localisation de la thrombospondine a la fois dans les neurites dystrophiques
et les filaments amyloides (Figure XXXVI).

2.3.3 Conclusion

La vascularisation n'est pas fortement marquée avec les anti-
thrombospondine dans la maladie d'Alzheimer. Il n'y a donc pas ou peu
d'angiogénése. Néanmoins, la présence de la thrombospondine dans les
dépots amyloides n'a jamais été rapportée. Elle montre que l'accumulation
des constituants de la matrice extracellulaire dans les dépdts amyloides est
certainement un phénomene important. Le marquage obtenu avec les anti-
thrombospondine pose également le probleme de la génese des plaques.
L'hypothése vasculaire parait s'affaiblir au profit d'une hypothese
neuronale.

Le marquage d'une sous-population de neurones pyramidaux par les
anticorps dirigés contre la thrombospondine pourrait étre lié a la présence
d'une protéine thrombospondine spécifique du neurone. Ceci irndiquerait
que les deux génes de la thrombospondine sont exprimés différemment en
fonction des types cellulaires. Une autre sous-population de neurones avait
déja été identifiée comme particulierement vulnérable dans la maladie
d'Alzheimer. Il s'agit de la population de neurones pyramidaux mise en
évidence par l'anticorps monoclonal SMI-32 qui reconnait un épitope non
phosphorylé des sous-unités lourdes et moyennes des neurofilaments
(Morrison et al., 1987; Hof et al., 1990; Hof et Morrison, 1990; Morrison et al.,

1990). Pourtant, la phosphorylation anormale observée au cours de la
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maladie d'Alzheimer est liée & une activation des kinases des
neurofilaments (Lee et al., 1991; Biernat et al., 1992; Drewes et al., 1992). Il est
donc possible que ces neurones n'ont pas disparu mais que l'épitope
reconnu par l'anticorps SMI-32 est phosphorylé et qu'il n'est plus détecté
par l'anticorps. La thrombospondine apparait donc comme un meilleur
marqueur pour une sous-population de neurones vulnérable dans la
maladie d'Alzheimer.

Il1 faut noter que chez quelques patients (maladie d'Alzheimer,
syndrome de Down et un cas de Guam avec syndrome parkinsonien),
certains neurones ayant un aspect de lésion neurofibrillaire, ont été
marqués par l'anticorps 7E12 (Figure XXXVII). Nous avons d'abord cru a
une capture post-mortem par les neurones, décrite récemment par Mori et
coll. (1991), de fragments protéolytiques de I'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire. Pourtant, cette conclusion se heurtait a un
certain nombre de problémes. Tout d'abord, les protéoglycannes sont
résistants a la protéolyse. Puis, les neurones marqués par l'anticorps 7E12
ont dans le cerveau une distribution particuliére qui est régionale et
laminaire et identique a celle des lésions neurofibrillaires observées chez les
patients atteints de la maladie d'Alzheimer ou du syndrome de Down
(Braak et Braak, 1991). Dans le cas de Guam avec syndrome parkinsonien,
les neurones reconnus par l'anticorps 7E12 avaient la méme distribution
régionale et laminaire (Figure XXXVIII) que celle des lésions
neurofibrillaires décrite par Hof et coll. (1991). Il faut noter que ce cas de
Guam était particulier puisqu'il était le seul a posséder des dépdts
amyloides. Finalement, il est possible que ces neurones forment la sous-
population de neurones qui perd son immunoréactivité pour la
thrombospondine dans la maladie d'Alzheimer. Le marquage de la

thrombospondine serait masqué par les protéoglycannes qui possédent une
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forte affinité pour cette glycoprotéine (Roberts et al., 1987; Taraboletti et al.,

1987; Roberts, 1988; Murphy-Ullrich et Hook, 1989) ou bien encore une

s
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modification structurale des protéog mettrait pi
comme un récepteur membranaire des protéoglycannes (Frazier, 1991). Ces
résultats laissent suggerer un role des neurones dans la pathogénese des

dépdts amyloides.

2.4 Bilan des études immunohistochimiques

Nous avonc donc observé un marquage des dépdts amyloides avec
un anticorps monoclonal dirigé contre un héparane sulfate protéoglycanne
vasculaire. VCes résultats suggerent une origine vasculaire dans la formation
des dépoéts amyloides. Or, nos résultats concernant a la fois la
vascularisation dans les démences et 1'analyse morphologique et spatiale
des dépbts amyloides ne sont pas en faveur d'un role causal direct d'une
altération vasculaire. Nous n'avons réalisé aucune étude a l'échelle
ultrastructurale en vue de localiser précisément cet héparane sulfate
protéoglycanne. Récemment, Perlmutter et coll. (1991) ont observé le méme
type de marquage par l'anticorps 7E12 a 1'échelle optique. De plus, ils ont
réalisé une étude en microscopie électronique dans laquelle ils mettent en
évidence, non seulement ce protéoglycanne mais aussi d'autres
constituants de la membrane basale et la matrice extracellulaire tels que la
tibronectine, le collagéne IV et la laminine dans les dépdts amyloides. Iis
proposent qu'un type cellulaire, associé & la vascularisation cérébrale
(péricyte ou microglie), puisse intervenir dans I'amyloidogénése. Pourtant,
1l est alors difficile de comprendre un marquage des dép6ts amyloides sans
relation de contiguité avec les microvaisseaux. Il est donc possible que ces
protéoglycannes et autres constituants soient synthétisés non seulement par

les péricytes ou les cellules endothéliales, mais également par d'autres types
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cellulaires trouvés dans la matrice extracellulaire (glial ou neuronal). Si
nous n'avons pas pu mettre en évidence un marquage d'astrocytes avec
I'anticorps 7E12, les neurones étaient parfois marqués. Nous avons donc
commencé a douter de la spécificité vasculaire de l'anticorps. Ce dernier
pourrait reconnaitre non seulement I'héparane sulfate protéoglycanne
vasculaire mais aussi un protéoglycanne apparenté d'origine neuronale.
Cette hypothése est supportée par les résultats obtenus avec la
thrombospondine. Ce constituant de la matrice extracellulaire permet
I'identification d'un sous-groupe de neurones pyramidaux
particulierement sensibles dans la maladie d'Alzheimer. Etant donné la
forte affinité entre les deux constituants, une modification dans le
métabolisme des protéoglycannes dans la maladie d'Alzheimer pourrait
expliquer les différences observées pour le marquage neuronal entre les
populations témoin et malade. Néanmoins, avant de nous lancer dans la
recherche de protéoglycannes neuronaux impliqués dans l'amyloidose et
qui montreraient une réaction croisée avec l'anticorps 7E12, nous avons
terminé 1'étude de l'interaction des protéoglycannes vasculaires avec les
constituants des dépdts amyloides, en particulier I'APP. Les héparane
sulfate protéoglycannes peuvent étre sécrétés (Yanagishita et Hascall, 1992).
I1 est possible qu'ils interagissent avec un élément des dépdts amyloides, en
particulier le peptide A4; en effet, une forte affinité a été démontrée entre
un autre héparane sulfate protéoglycanne (perlecan) et les trois principales
isoformes de I'APP (Narindrasorasak et al., 1991). Nous avons voulu
vérifier parallelement a ce travail immunohistochimique, s'il existait une
interaction entre I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire et I'APP: les
résultats obtenus lors de cette étude sont présentés dans les prochains

paragraphes.



-86-

3 Etude de l'affinité de 1'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire pour le précurseur de la

protéine amyloide

3.1 Choix de la méthode de mise en évidence de l'affinité.

Les travaux de Snow et Kisilevsky laissaient suggérer une forte
affinité entre la partie glycannique des protéoglycannes et I'APP (Snow et
Wight, 1989; Kisilevsky, 1990). Nous avons donc décidé d'étudier I'aifinité
des glycosaminoglycannes, en particulier I'héparane sulfate, pour les vingt
huit premiers acides aminés du peptide A4 par la technique d'ELISA mais
nous nous sommes heurtés a un certain nombre de difficultés. Tout
d'abord, 'adsorption directe des glycosaminoglycannes aux plaques ELISA
n'est pas réalisable. Nous avons donc utilisé une étape qui consiste a
adsorber au préalable de la poly-L-lysine; les glycosaminoglycannes s'y lient
parfaitement mais une saturation avec d'autres polyanions tels que I'ADN
et le sulfate de dextran, n'a pas permis d'éliminer la liaison non spécifique
du peptide A4 aux plaques ELISA. Nous avons donc recherché un autre
moyen d'adsorber les glycosaminoglycannes aux plaques ELISA. Pour cela,
nous avons biotinylé, selon un protocole modifié de Hofman et coll. (1977),
de I'héparane sulfate traité préalablement par la benzoquinone (Brandt et
al., 1975). Les plaques ELISA traitées par de l'avidine ont pu fixer I'héparane
biotinylé. Néanmoins, de la méme maniére qu'avec la poly-lysine, le
peptide A4 s'est lié de fagon non spécifique. Nous avons finalement décidé
d'utiliser la chromatographie d'affinité pour étudier l'affinité de I'APP a
I'héparane sulfate.

3.2 Etude de l'affinité de I'APP sécrété pour I'héparane sulfate

L'héparane sulfate a été couplé a un gel activé de Sépharose CL-4B,
par la technique au carbodiimide (voir matériels et méthodes). La forme

“sécrétée de I'APP a été purifiée a partir de milieu de culture de cellules de
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phéochromocytome de rat (PC12) différenciées au NGF (voir matériels et
méthodes). L'APP ainsi purifié est composé majoritairement de formes
présentant l'insertion KPI {Refolo et al., 1989).

3.2.1 Elution par le chlorure de sodium (NaCl)

Sept pg de la forme sécrétée de I'APP ont été déposés sur la colonne
d'affinité a I'héparane sulfate. Apres lavage par 10 volumcc de colonne
avec un tampon PBS, un gradient linéaire de NaCl (de 0,15 N a 2 N) a été
réalisé. Des fractions de 200 pl ont été collectées et précipitées par 10% (w/w)
d'acide trichloroacétique. Les fractions, apres traitement par la solution de
Laemmli (1970), sont analysées sur électrophorese en gel de polyacrylamide
en milieu SDS. Apres transfert sur membrane d'Immobilon-P, un anticorps
dirigé contre l'insertion supplémentaire des APPy51 et APPy7¢ est utilisé

pour détecter I'APP sécrété. Ce dernier est élué de la colonne par du NaCl

0,75 N.
L'APP sécrété est élué par le NaCl de la
colonne héparane sulfate
Absorbance
Relative NaCl (N)
1007 -2
80 I
60
-1
40 -
20 [
0 0
0 40

Fractions

Il existe donc une affinité entre I'héparane sulfate et la partie sécrétée

de I'APP.
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3.2.2 Elution par le sulfate de sodium

De la méme maniére, un gradient linéaire de 0 & 2 N de sulfate de
sodium (NazSOy4) a été réalisé pour analyser le role de l'ion sulfate dans la
liaison héparane sulfate-APP sécrété. Ce dernier était élué a la méme
normalité (0,75 N NazSO4) que lors de I'élution avec le chlorure de sodium.
Par conséquent, il semble que la force ionique soit plutdt responsable de

I'élution et que le groupement sulfate ne soit pas le seul élément a

intervenir dans cette liaison.

3.2.3 Elution par l'héparine

Afin d'établir si cette affinité était spécifique, nous avons alors réalisé
une élution par un gradient d'héparine (de 0 a 10 mg/ml):
glycosaminoglycanne le plus proche de I'héparane sulfate. L'APP sécrété
était élué avec une concentration en héparine de 4,2 mg/ml. La liaison

entre I'APP et I'héparane sulfate semble donc spécifique.

L'APP sécrété est élué par I'héparine
de la colonne héparane sulfate

Absorbance Héparine
Relative (mg/ml)
100 7 1 - 10

4
i
] ! : !
80 Iy -8
1
] ! \ i
60 - ,' 1 - 6
- ] 1
[}
]
40 K 1 - 4
J ]
1 |
20 H \ -2
roo
. P _
T — T T ™ 0
0 10 20 30 40

Fractions
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3.2.4 Elution par le sulfate de dextran

Pour étudier de fagon plus précise cette spécificité, nous avons utilisé
un polysaccharide analogue a I'héparine: le sulfate de dextran dont la
structure est la suivante: (a-D-Glc(1->6))n et qui peut contenir jusqu'a trois
groupements sulfate par molécule de glucose. Cette molécule a donc une
conformation tres proche de celle de I'héparane sulfate. Un gradient
linéaire de 0 a 10 mg/ml a été effectué et 7 mg/ml ont été nécessaires a
I'élution de I'APP sécrété. Nous avons donc eu besoin d'un peu moins du
double de la concentration en héparine pour éluer I'APP. Il existe donc une
spécificité mais qui reste faible.

3.2.5 Elution par le chondroitine sulfate

Finalement, nous avons utilisé un gradient de 0 2 10 mg/ml de
chondroitine sulfate (CS) pour éluer I'APP sécrété. L'élution a nécessité 5,2
mg/ml. La spécificité semble donc relativement faible, puisqu'il a
seulement fallu 25% de plus pour éluer le matériel que dans le cas de

I'héparine.

Solution NaCl NapSOy Héparine | Sulfate de CS
d'élution dextran
Maximum 0,75N 0,75N 42mg/ml | 7mg/ml |[5,2mg/ml
d’élution

La spécificité de la liaison APP sécrété-héparane sulfate apparait donc
relativement faible. Il existe une liaison, mais elle peut étre facilement
rompue par des analogues de I'héparane sulfate. II faut néanmoins
considérer que la liaison de I'héparane sulfate au gel a pu modifier sa
conformation. De plus, les glycosaminoglycannes libres sont rares; ils sont

souvent sous la forme de protéoglycannes. Il nous a alors semblé que
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I'étude de l'affinité de I'APP sécrété pour I'héparane sulfate protéoglycanne

complet serait plus judicieuse.

3.3 Etude de l'affinité de I'héparane sulfate protéoglycanne

vasculaire pour deux isoformes de I'APP

Nous avons eu l'opportunité de travailler en collaboration avec le Pr.
Robert Kisilevsky (Kingston, ON, Canada). Cet auteur a testé avec son
systtme ELISA (Narindrasorasak et al., 1991), l'affinité de 1'APP pour
I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire purifié du rein de beeuf. Ce
systeme consiste a analyser les résultats des expériences d'affinité, en
supposant qu'il existe un équilibre thermodynamique entre la formation
du complexe B "protéine en solution-protéine adsorbée" et les protéinés

non complexées en solution (S) ou adsorbées (R):

[R]x [S]
Kg = wmemeemeee (1)
[B]
La quantité mesurée expérimentalement Bexp a été analysée comme

une fonction de la concentration [S] selon I'équation suivante:

Bmax X [S]
Bexp = B + 8 X [S] + wemmemreev )
[S] + K4

ou Bg représente le faible bruit de fond en absence de protéine en
solution, Bmax le nombre maximum de complexes formés et s la constante
de proportionnalité pour le bruit de fond. Ainsi, les résultats
expérimentaux Bexp obtenus en faisant varier les concentrations [S] ont été
analysés en utilisant un programme non linéaire des moindres carrés, afin
de déterminer les meilleures valeurs pour les parametres de I'équation (2)

(Narindrasorasak et al., 1991).
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L'APP sécrété est un mélange de différentes isoformes qui ont pu étre
séparées. La forme avec l'insertion KPI et OX-2 (APP770) et la forme sans
insertion (APPgg5) ont été étudiées pour leur affinité a 1'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire. I existe une forte affinité: avec respectivement
des constantes de dissociation de 1,6 et 0,2 nM quand le protéogiycanne est
immobilisé sur la plaque ELISA et de 1,0 et 1,3 nM quand les isoformes de
I'APP sont adsorbés sur la plaque ELISA. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Narindrasorasak et coll. (1991) pour l'héparane sulfate

protéoglycanne de membrane basale (perlecan).

3.4 Etude de l'affinité de 1'héparane sulfate protéoglycanne

vasculaire pour différentes séquences de I'APP riche en acides

aminés basiques dont 'A4

L'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire posséde une forte
affinité pour au moins deux isoformes de I'APP. Quels peuvent étre les
sites de I'APP impliqués dans cette affinité? Quelle partie du protéoglycanne
se lie a 'APP? La présence de I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire
dans les dép6ts amyloides laisse suggérer une affinité pour le peptide A4 (1-
28). Nous avons donc testé le peptide A4 mais également deux autres
régions de I'APP: 'une R4, (séquence 365-386 de I'APP7s51), homologue du
site d'affinité de la molécule N-CAM pour I'héparine (Cole et Akeson, 1989)
et 'autre R5, (séquence 476-441 de 1'APP751), contenant une région riche en

acides aminés basiques.
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3.4.1 Affinité de I'HSPG vasculaire

pour les 28 premiers acides aminés du peptide A4

Cent pg d'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire ont été déposes
sur un gel (1 ml) de chromatographie d'affinité Sépharose CL-4B couplé
avec les 28 premiers acides aminés du peptide A4. Le gel équilibré dans un
tampon PBS a été lavé par dix volumes de colonne. Ensuite, un gradient
linéaire de chlorure de sodium de 0,15 a 2 N a été utilisé pour éluer le
matériel. Des fractions de 250 ul ont été collectées et 125 pl ont été déposés
en dot-blot sur Immobilon-P. La membrane a ensuite été incubée avec
I'anticorps monoclonal 7E12 (Kemeny et al., 1987). Le protéoglycanne était
élué a une concentration de NaCl comprise entre 0,75 et 1,55 N avec un
maximum a 0,9 N. Il existe donc une affinité entre le peptide A4 et le
protéoglycanne vasculaire.

pour les séquences R4 et R5 de I'APP

L'affinité entre le peptide A4 et le protéoglycanne vasculaire
est-elle spécifique? Deux autres régions de I'APP ont été analysées pour
tester leur affinité au protéoglycanne vasculaire. Le protocole décrit
précédemment a été utilisé. Le protéoglycanne vasculaire ne s'est pas fixé
sur la colonne de chromatographie d'affinité couplée a R5 et il a été élué
pour une concentration de 0,3 N NaCl de la colonne de chromatographie
d'affinité de R4. Le protéoglycanne vasculaire ne présente donc pas ou peu
d'affinité pour ces deux autres régions de I'APP. Il faut noter que la
séquence R4 a été récemment identifié par Masters et Beyreuther (1992)
comme le site d'affinité de I'héparine a I'APP. Nos résultats démontrent
donc que l'affinité du protéoglycanne vasculaire pour le peptide A4 est forte

et spécifique.
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3.4.2 Affinité de I'HS pourle peptfide A4

Nous avons alors analysé la partie du protéoglycanne impliquée dans
la liaison au peptide A4. Etant donné nos résultats préliminaires avec la
colonne de chromatographie d'affinité d'héparane sulfate et la présence
d'un site putatif d'affinité a I'héparine selon Cardin et Weintraub (1989) au
niveau du peptide A4 (YE[VHHQKL]VEF), nous avons tout d'abord analysé
l'affinité du glycosaminoglycanne héparane sulfate pour le peptide A4.
Deux cents pg d'héparane sulfate ont été déposés. Aprés ringage de la
colonne, un gradient linéaire de NaCl a été réalisé de 0,15 a 2 N. Des
fractions de 250 pl ont été collectées et la moitié a été déposée en dot blot sur
une membrane de Zetabind. Cette derniére a alors été colorée par une
solution de bleu Alcian, spécifique des glycosaminoglycannes (voir section
5.1). L'héparane sulfate a été élué pour une concentration allant de 0,7 2 1,2
N NaCl, avec un maximum a 0,85 N NaCl. Il y a donc une forte affinité

entre I'héparane sulfate et le peptide A4.

3.4.3 Affinité de I'HSPG vasculaire déglycosylé pour le peptide
A4

Nous avons voulu vérifier que l'affinité du peptide A4 pour
I'héparane sulfate protéoglycanne se faisait uniquement par le biais de la
partie glycosaminoglycannique. Nous avons donc déglycosylé
chimiquement le protéoglycanne par l'acide trifluorométhanesulfonique
(Edge et al., 1981). En effet, 'utilisation d'enzymes de type héparitinase
mene souvent a des réactions incompletes.

Trois cents ug du matériel déglycosylé ont été déposés sur la colonne
couplée au peptide A4. Aprés lavage, le méme protocole que pour
I'héparane sulfate a été appliqué. La totalité du volume des fractions
collectées a été précipitée sur glace avec trois volumes du mélange éthanol

95% /acétate de potassium 1,3% (P/V). Le culot a été repris dans la solution
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de Laemmli et déposé sur électrophorése en gel de polyacrylamide en
présence de SDS. Apres transfert sur Immobilon-P, I'axe protéique a été mis
en évidence en utilisant l'anticorps monoclonal 7E12 (Figure XXXIX). II
était élué pour une concentration en chlorure de sodium allant de 0,8 N a

1,25 N avec un maximum a 1,1 N NaCl.

Figure XXXIX

[r—=
Matériel élué HSPG n HS axe protéique
Concentration 0,9 N NaCl “ 0,85 N NaCl 1,1 N NaCl

3.5 Conclusion

Il existe donc une forte affinité, avec des constantes de dissociation de
I'ordre du nanomolaire, entre I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire
et 'APP. Nous avons analysé trois régions de I'APP susceptibles de se lier a
I'héparine: le peptide R4 (DENEHAH [FQKAKE] RLEAKHRER), le
peptide R5 (KKYVRAEQK [IDRQHTLKHF] EHVR) et finalement une
partie du peptide A4 (région 1-28: DAEFRHDSGYE [VHHQKL]
VFFAEDVGSNK) qui contiennent tous une séquence putative d'affinité a
I'héparine (Cardin et Weintraub, 1989) (riche en acides aminés basiques: B)
de type [XBBXBX] ou [XBBBXXBBX]. Seul le peptide A4 présentait une
forte affinité pour le protéoglycanne. Il faut noter qu'a la fois la partie
glycosaminoglycannique et la partie protéique se fixent au peptide A4. Il est
donc probable qu'il y ait un systéme coopératif de liaison au peptide A4. La
séquence d'affinité a I'héparine [VHHQKL] pourrait étre responsable de
l'affinité de I'héparane sulfate pour le peptide A4 et l'affinité de l'axe
protéique pourrait s'expliquer par une déglycosylation incomplete de
I'héparane sulfate protéoglycanne. Néanmoins, le profil
chromatographique sans traine laisse suggérer que le matériel élué est

relativement homogene. Il semble donc tout a fait raisonnable de penser
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qu'il existe une réelle affinité entre le peptide A4 et l'axe protéique du
protéoglycanne. La région impliquée dans le peptide A4 pourrait étre une
séquence homologue au tétrapeptide RGDS des protéines d'adhésion
cellulaire, tel que le tétrapeptide RHDS. L'axe protéique du protéoglycanne
pourrait contenir une séguence ou un domaine iomologue aux récepteurs
de type intégrine, comme c'est le cas pour le protéoglycanne syndecan
(Reichardt et Tomaselli, 1991). Cette hypotheése pourrait expliquer l'affinité
entre les deux molécules.

Quelle est la signification de l'affinité de I'héparane sulfate
protéoglycanne pour le peptide A4 dans la maladie d'Alzheimer?

Tout d'abord, de nombreux auteurs ont mis en évidence la présence
de I'APP dans les dépo6ts amyloides et pré-amyloides (Cole et al., 1991;
Joachim et al.,, 1991) et en particulier ceux liés a I'angiopathie amyloide
(Tagliavini et al.,, 1991). Si la liaison protéoglycanne-APP s'effectue par le
biais du peptide A4, cela pourrait expliquer pourquoi seul le peptide A4, et
non pas une autre région de I'APP s'accumule dans le cerveau des patients
atteints de la maladie d'Alzheimer. Le peptide A4 serait protégé de la
protéolyse comme cela existe pour les facteurs de croissance (Ruoslahti et
Yamaguchi, 1991). Finalement, l'affinité de I'héparane sulfate
protéoglycanne pour le peptide A4 pourrait étre fondamental dans les cas
d'hémorragies cérébrales avec ang'iopathie. Par exemple, dans le type
hollandais, la mutation observée au niveau du peptide A4 (Levy et al., 1990)
pourrait augmenter l'interaction entre le protéoglycanne vasculaire et le
peptide A4 et conduire a I'accumulation du peptide a l'intérieur des parois

des vaisseaux.
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4 Analyse biochimique des protéoglycannes

vasculaires

Si l'affinité des protéoglycannes pour le peptide A4 augmentait dans
la maladie d'Alzheimer, cela pourrait expliquer la co-déposition de ces deux
molécules. Nous avons alors recherché s'il existait une modification des
protéoglycannes dans la maladie d'Alzheimer comme cela avait été déja
suggéré (Suzuki et al., 1965). Pour cela, nous avons purifié les
protéoglycannes vasculaires a partir du cerveau.

Lors de la purification des protéoglycannes d'origine vasculaire, nous
nous sommes heurtés au cours des différentes étapes techniques a des
difficultés de détection et de quantification de ces molécules. En effet, les
méthodes utilisées requierent de l'urée et des sels a forte concentration et
ces constituants interférent avec les dosages colorimétriques habituellement
utilisés en biochimie. De plus, les protéoglycannes se retrouvent souvent
au cours de l'extraction avec des protéines a caractére anionique et des
acides nucléiques. Enfin, notre but est de travailler sur du tissu humain afin
d'isoler les protéoglycannes des patients atteints de la maladie d'Alzheimer
mais ce matériel n'est disponible qu'en faible quantité. Il nous fallait donc
mettre au point une technique de détection et de dosage compatible avec
I'ensemble de ces problemes.

4.1 Mise au point d'une micro-méthode (Bleu Alcian par dot-blot)

La plupart des techniques de détection et de dosage des
protéoglycannes utilise un caractere particulier des glycosaminoglycannes:
la présence de sucres spécifiques et de groupements sulfates. Elles se basent
donc sur la détection de l'acide uronique (Bitter et Muir, 1962), du
galactosamine ou du glucosamine (Benson, 1975). L'autre moyen est
d'exploiter le caractére anionique de ces molécules, lié a la présence des

groupements sulfates et carboxyles. Les colorants cationiques tels que le bleu
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de toluidine (Hsu et al., 1972), le bleu 1,9-diméthylméthyléne (Farndale et
al., 1986) et le bleu Alcian (Scott, 1985) ont été plus récemment employés
dans la quantification des glycosaminoglycannes/protéoglycannes avec une
sensibilité de l'ordre de 2 pg/ml (Curwen et Smith, 1977; Bartold et Page,
1985; Sabiston et al., 1985; Hronowski et Anastassiades, 1988).

Nous avons alors décidé de détecter les glycosaminoglycannes/
protéoglycannes immobilisés par dot-blot (voir matériels et méthodes) sur
des membranes de nylon chargées positivement, habituellement utilisées
pour les acides nucléiques, (Heimer et Sampson, 1987) grace a une solution
optimisée de bleu Alcian.

Nos essais préliminaires nous ont fait choisir Zetabind (CUNO
Division, Meriden, CT, USA) comme membrane, pour optimiser le
solution de bleu Alcian. Les composés étudiés sont deux
glycosaminoglycannes (le chondroitine sulfate C (de cartilage de requin) et
I'héparane sulfate du rein de beeuf, obtenus de chez Sigma, St Louis, MO,
USA) qui ont été choisi du fait de leurs différehces structurales. L'héparane
sulfate contient des N- et O-sulfate (Kjellen et Lindahl, 1991) et est moins
sulfaté que le chondroitine sulfate C (Longas et Breitweiser, 1991) qui ne
présente que des O-sulfate. La spécificité de la coloration a été vérifiée en
étudiant d'autres molécules: la sérum albumine bovine, ' ADN et l'acide
hyaluronique (du cordon ombilical humain) de chez Sigma.

4.1.1 Optimisation de la solution de coloration au bleu Alcian

Le premier facteur a déterminer était le pourcentage (P/V) de bleu
Alcian a utiliser. Les solutions de base utilisées étaient la solution A: 50 mM
acétate de sodium pH 5,7, 50 mM de chlorure de magnésium; 50 mM
chlorure de sodium et la solution B: acide acétique pH 2,7; 50 mM de

chlorure de magnésium; 50 mM chlorure de sodium.
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Le pourcentage de bleu Alcian a été augmenté de 0,01% a 1% pour les
deux solutions (pH 5,7 et pH 2,7). A pH 2,7, la coloration du chondroitine
sulfate C était maximale pour une concentration de bleu Alcian a 0,1%.
L'héparane sulfate était beaucoup plus faiblement coloré. A des
pourcentages plus élevés, le marquage diminuait dans les deux cas. Dans ces
conditions et pour des dilutions comparables (entre 600 ng/ml et 1,6
pg/ml), les glycosaminoglycannes/protéoglycannes ne présentaient aucune
interférence avec d'autres polyanions (ADN, sérum albumine bovine ou
hyaluronique acide). A pH 5,7, la coloration pour les deux
glycosaminoglycannes augmentait avec le pourcentage de bleu Alcian, bien
que plus faible pour 'héparane sulfate. Pourtant, pour une concentration
supérieure & 0,2% de bleu Alcian, des interférences étaient observées avec
les autres molécules (ADN, sérum albumine bovine ou hyaluronique
acide), ainsi qu'un important bruit de fond.
Par conséquent, nous avons choisi d'utiliser un pourcentage de bleu
Alcian de 0,2% (P/V) qui s'est avéré étre le meilleur compromis pour une

bonne spécificité et sensibilité .

4.1.2 Effet de la concentration en chlorure de magnésium, du

pPH et de la force ivnique
La liaison d'un polyanion de type glycosaminoglycanne & un colorant
cationique de type bleu Alcian dépend principalement du nombre de
groupements anioniques (carboxyles, phosphates ou sulfates) du polyanion.
Cette liaison est influencée par les cations présents dans la solution car ils
entrent en compétition avec le colorant au niveau des sites négatifs. Le
colorant et chaque cation de la solution possédent une affinité différente
pour chacun de ces sites; par exemple, en présence de chlorure de
magnésium, le groupement O-sulfate est le dernier a abandonner le bleu

Alcian. La concentration pour laquelle un cation donné est ainsi capable de
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déplacer le colorant est appelée concentration critique en électrolyte (Scott,
1973). Par conséquent, il est possible de produire une solution de coloration
spécifique des groupements sulfatez, cii chioisissant de fagon convenable
une concentration en chlorure de magnésium. Cette affinité entre colorant
et groupement anionique est également liée au pH de la solution. A un pH
acide, le nombre de sites négatifs est en effet diminué.

Nous avons donc étudié ces deux facteurs (pH et concentration
critique en électrolyte) sur la coloration au bleu Alcian des glycosamino-
glycannes/protéoglycannes. Le chondroitine sulfate C et 'héparane sulfate
ont ét¢ déposés a différentes concentrations sur dot-blot. Les membranes
ont ensuite été placées dans les solutions de bleu Alcian, a des
concentrations en MgCl et des pH différents (Figure XL).

A pH 2,7, la plupart des groupes carboxyles, phosphates et sulfates
perdent leur charge. En présence de 0,3 M MgCly, la coloration du
chondroitine sulfate C était augmentée alors que I'héparane sulfate n'était
que faiblement coloré. A 0,6 M MgCly, seul le chondroitine sulfate C restait
observable. En utilisant une concentration en MgCl, plus faible (0,05 M), le
marquage était encore amélioré mais il ne suffisait pas a colorer
franchement 1'héparane sulfate.

A pH 5,7, le marquage du chondroitine sulfate C était plus faible mais
de la méme intensité que celui de I'héparane sulfate. Le meilleur marquage
était obtenu pour 0,05 M MgCly. Un léger bruit de fond était néanmoins
présent.

Afin d'améliorer la qualité de la coloration, nous avons augmenté la
force ionique de la solution en élevant la concentration en chlorure de
sodium. Le meilleur marquage a été obtenu avec 50 mM NaCl, cela a permis
d'éliminer le léger bruit de fond observé avec la solution de bleu Alcian a

0,2%; 0,05 M MgCly; acétate de sodium pH 5,7.
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Les échantillons d'héparane sulfate (HS) et le chondroitine sulfate (CS)
dilués dans un tampon PBS sont déposés en dot-blot de A vers G
(respectivement 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 et 0 ng) sur membrane de
Zetabind.

Quatre solutions de coloration sont étudiées; colonnes 1 et 5: 0,2% bleu
Alcian, 0,05 M MgCly dans l'acide acétique pH 2,7; colonnes 2 et 6: 0,2% bleu
Alcian, 0,3 M MgCl, dans l'acide acétique pH 2,7; colonnes 3 et 7: 0,2% bleu
Alcian, 0,05 M MgCl, dans l'acétate de sodium pH 5,7; colonnes 4 et 8: 0,2%
bleu Alcian, 0,3 M MgCly dans l'acétate de sodium pH 5,7. La coloration du
CS est excellente a pH bas pour des concentrations en MgCly élevées (0,3 M).

La meilleure coloration pour I'ensemble des glycosaminoglycannes (ici CS-

2t HS) est obtenue & pH 5,7 pour des concentrations en MgCly faibles (0,05 M)
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Nous avons donc obtenu une solution I de bleu Alcian (0,2% (P/V)
bleu Alcian, acétate de sodium 50 mM pH 5,7, NaCl 50 mM et MgCl, 50 mM)
qui colore spécifiquement la plupart des glycosaminoglycannes:
chondroitine sulfate A, chondroitine sulfate C, dermatane sulfate, héparine
et héparane sulfate, et I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire purifié
des glomérules du rein. A un pH plus zcide (2,7) et une concentration en
chlorure de magnésium plus élevée (>0,3 M), la solution II de bleu Alcian
peut spécifiquement colorer les glycosaminoglycannes les plus O-sulfatés

(chondroitine sulfate C).

4.1.3 Affinité des GAG/PG pour différentes membranes

Les glycosaminoglycannes/protéoglycannes ne se fixent pas de la
méme maniére sur toutes les membranes. Nous avons donc testé sept
membranes qui présentent différentes propriétés: Immobilon-P et
Immobilon-N (Millipore, Bedford, MA, USA), Nitrocellulose BA85 et
Nytran 66 (Schleicher et Schuell, Keene, NH, USA), Zetabind (CUNO), Zeta-
Probe et DEAE-cellulose (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).

L'Immobilon-P et -N sont des membranes de difluoride
polyvinylidéne ayant une porosité de 0,45 um; elles sont respectivement
utilisées pour le transfert des protéines et des acides nucléiques. Le Nytran
66 est une membrane de nylon 66 avec une porosité de 0,22 um. Le Zetabind
et le Zeta-Probe sont également des membranes de nylon 66 mais elles sont
chargées positivement et possédent une porosité de 0,45 pm.

Cinquante pl de six molécules a différentes dilutions (1,25 pg, 500 ng,
250 ng et 50 ng) ont été déposés en dot blot sur les sept membranes. Ces

derniéres ont ensuite été placées dans la solution I de bleu Alcian.
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Seules les membranes Immobilon-N, Zetabind et Zeta-Probe fixérent
de maniere efficace a la fois les glycosaminoglycannes et les protéoglycannes
(Figure XLI). Immobilon-P et Nitrocellulose sont deux membranes qui ont
été développées pour la fixation des protéines alors que les cing autres
permettent des interactions ioniques; eiles sont plut6t utilisées en biologie
moléculaire, pour la fixation des acides nucléiques. La coloration au bleu
Alcian n'a pu étre visualisée sur la membrane DEAE-cellulose. En effet, le
colorant s'est fixé de fagon irréversible sur la membrane et de plus, elle s'est
tres rapidement dégradée. Malgré une porosité de 0,22 um, la feuille de
Nytran 66 chargée positivement n'a permis que la détection de I'héparane
sulfate protéoglycanne, mais de fagon spécifique. Les glycosaminoglycannes
se fixent péu. ou pas sur ce type de membrane. Ceci avait déja été constaté
par Heimer et Sampson (1987) qui ne détectaient pas les
glycosaminoglycannes immobilisés sur Nytran 66 a une concentration
inférieure & 100 ng, par une technique de radio-détection (125I-cytochrome C
cationisé). Les trois dernieéres membranes donnérent des résultats similaires
avec une légére préférence pour Zetabind et Zeta-Probe par rapport a
I'Immobilon-N. De plus, cette derniere est hydrophobe et demande un pré-
traitement au méthanol. Nous avons donc choisi pour des raisons
pratiques d'utiliser Zetabind.

4.1.4 Influence du tampon de I'échantillon

La purification et la caractérisation des protéoglycannes nécessitent
l'utilisation de tampons d'extraction et de solubilisation particuliers. Des
solutions de chlorhydrate de guanidine 4 M, d'urée 7 M, de chlorure de
césium (1,2 g/g) ou de chlorure de sodium 1 M sont communes a ces
procédures. Nous avons donc testé différents tampons d'échantillon pour
analyser une éventuelle modification de l'affinité des molécules pour la

membrane Zetabind.
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Les glycosaminoglycannes et protéoglycannes en solution dans du
chlorure de césium (1,2 g/g) n'ont pas été détectés par notre méthode.
Dissout dans un tampon PBS ou un tampon acétate de sodium 50 mM pH
5,8; chlorhydrate de guanidine 4 M; 0,5% CHAPS, ils étaient colorés au bleu
Alcian, méme 2 faible dilution (50 ng). Mais, les meilleurs résultats furent
obtenus avec un tampon acétate de sodium 50 mM; Bis-Tris 10 mM pH 5,8;
0,05% CHAPS; urée 7 M.

Il est possible que la force ionique, les détergents et les interactions
chaotropiques des solutions de l'échantillon modifient l'affinité des
glycosaminoglycannes/protéoglycannes pour la membrane. Le tampon urée
a un faible pourcentage de détergent et une faible force ionique; il solubilise
parfaitement les glycosaminoglycannes et protéoglycannes. Nous avons
donc choisi d'utiliser ce tampon pour toutes les quantifications.

4.1.5 Quantification par densitométrie

La quantification des glycosaminoglycannes/protéoglycannes pose
souvent de nombreux problémes. En effet, les tampons d'extraction et de
solubilisation interférent avec les dosages colorimétriques utilisés pour
doser ces constituants. Nous avons donc analysé notre méthode sur le plan
quantitatif.

Des dilutions des glycosaminoglycannes suivants (chondroitine
sulfate A, chondroitine sulfate C, dermatane sulfate, héparane sulfate,
héparine, kératane sulfate, et I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire)
ont été réalisées dans le tampon urée décrit ci-dessus. Les échantillons ont
ensuite été déposés en dot-blot sur une membrane de Zetabind. Apres
coloration au bleu Alcian, les membranes séchées de Zetabind ont été

digitalisées par un densitometre laser Ultrascan XL (LKB Pharmacia).
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Une échelle linéaire de 10 a 100 ng a été obtenue pour les

glycosaminoglycannes déposés en dot-blot (& l'exception du kératane

sulfate) en fonction de la réflectométrie de l'intensité de coloration.

Unités d'Absorbance Relative

CSC

M I v 1

40 60 80 100 120

Glycosaminoglycanne (ng)

Pour le kératane sulfate, cette portion linéaire s'établissait de 100 a 500 ng.

De méme, pour I'héparane sulfate protéoglycanne, une linéarité

comprise entre 20 et 200 ng était retrouvée entre la quantité de

protéoglycanne déposée et la coloration mesurée par réflectométrie.
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Notre méthode est donc quantitative pour des quantités tres faibles
en glycosaminoglycannes. Cependant, le kératane sulfate est le seul
glycosaminoglycanne qui ne montre pas la méme sensibilité. Il est
également le seul & ne pas contenir d'acide uronique (Kjellen et Lindahl,
1991) mais il a pourtant approximativement la méme quantité de
groupements sulfate (Longas et Breitweiser, 1991). 1l est donc probable que
l'interaction glycosaminoglycanne-membrane se fasse a la fois par le biais
des groupements sulfates et carboxyles des sucres. Finalement, il est
intéressant de noter que les intervalles de linéarité pour I'héparane sulfate
protéoglycanne (purifié des glomérules de rein de bceuf) et le
glycosaminoglycanne héparane sulfate (purifié a partir du méme matériel)
sont différents. Cette apparente différence en sensibilité est sans doute liée a
la quantité de glycosaminoglycanne présente dans chaque préparation. En
effet, 'héparane sulfate protéoglycanne ne contient qu'environ 30% (w/w)
de glycosaminoglycanne héparane sulfate. De plus, la partie protéique de
I'héparane sulfate protéoglycanne peut affecter les propriétés de liaison a la
membrane et modifier ainsi la quantité de matériel fixée a la feuille de
Zetabind, ou encore la fixation du bleu Alcian aux chaines de
glycosaminoglycannes.

4.1.6 Suivie des techniques de purification

Etant donné la sensibilité de la technique, il doit étre possible de
suivre les étapes de purification des protéoglycannes (chromatographies
d'échange d'anions et de gel filtration). Nous avons donc comparé la
coloration par le bleu Alcian et le marquage de l'anticorps monoclonal
7E12, au cours d'une des étapes de purification de I'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire de rein de beceuf, & savoir la chromatographie de

tamisage moléculaire (gel filtration) (Figure XLID).
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Apres gel filtration, trois pics sont obtenus (Fillit et al., 1985; Kemeny
et al., 1988). Les fractions colorées au bleu Alcian sont celles des pics A et B.
Par contre, I'anticorps monoclonal 7E12 ne marque que les fractions du pic

B. Il faut noter que notre méthode détecte tous les protéoglycannes.

4.2 Recherche d'une modification des protéoglycannes

vasculaires dans la maladie d'Alzheimer (au niveau des sulfates

et de l'acide uronique)

Avant d'analyser les protéoglycannes vasculaires du cerveau
humain, nous avions besoin de les purifier. Nous avons utilisé de tres
petites quantités (1 a 10 g) de cerveau de beeuf pour la mise au point de cette
méthode, afin de pouvoir l'appliquer plus facilement aux échantillons de

cerveau humain.

4.2.1 Mise au point d'une méthode de purification des

protéoglycannes vasculaires de boeuf

Nous avons utilisé une méthode de purification des protéoglycannes
cérébrovasculaires qui dérive de celle de Fillit et al., 1985 pour I'héparane
sulfate protéoglycanne de rein de beeuf. Une lyse du tissu (majoritairement
la substance grise) a été réalisée en 'homogénéisant dans de l'eau distillée,
en présence d'inhibiteurs de protéases. Apres centrifugation, le matériel
soluble a été éliminé et seul le culot qui contenait principalement des
membranes basales vasculaires, des débris de membranes et des éléments
du cytosquelette (Meezan et al., 1976) a été conservé. La préparation a été
ensuite délipidée, car en absence de délipidation, la colonne de
chromatographie d'échange d'anions s'obstruait. I faut noter que la
délipidation ne pouvait pas se faire en présence de détergents qui aurajent

favorisé I'extraction et la solubilisation des protéoglycannes.
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Les protéoglycannes présents dans le matériel délipidé ont été extraits
et solubilisés dans un tampon urée 7 M avec un détergent zwit erionique
(0,5% CHAPS) et le matériel insoluble a été éliminé par centrifugation. Le
surnageant a alors été déposé sur une colonne de chromatographie
d'échange d'anions DEAE Sépharose CL-6B.

Un gradient linéaire de chlorure de sodium (de 0 a2 2 N) a été réalisé et
cinquante pl de chaque fraction ont été déposés en dot-blot en vue d'une
détection au bleu Alcian. Les fractions "bleu Alcian positives" ont été
trouvées dans l'intervalle de 0,4 2 2 N NaCl. Aprés concentration par
microfiltration, le matériel a été déposé en chromatographie de gel filtration
Sépharose CL-4B. Deux pics ont été obtenus et ont été tous deux colorés au
bleu Alcian mais seul le plus important des deux était immunoréactif avec
I'anticorps monoclonal 7E12.

La quantité de matériel obtenue apres gel filtration était insuffisante
pour réaliser la moindre analyse biochimique (dosage de l'acide uronique et
des protéines). Nous avons donc décidé de ne pas faire de gel filtration et de
s'arréter apres la chromatographie d'échange d'anions. Mais, a la place d'un
gradient linéaire de chlorure de sodium, nous avons réalisé un gradient
d'élution en sept paliers (rincage; 0,2 N; 0,4 N; 0,6 N; 0,8 N; 1 N et 2N NaCl).
Chaque fraction a ensuite été quantifiée pour son contenu en acide
uronique et protéines. Aucun dosage colorimétrique de la quantité de
sulfates des glycosaminoglycannes (Terho et Hartiala, 1971) n'a pu étre

réalisé du fait de la présence de nombreuses substances interférentes.
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Les protéines de chaque fraction ont été quantifiées en pourcentage
par rapport a l'ensemble des protéines contenues dans les sept fractions.
Soixante quinze p. cent des protéines se trouvaient comprises dans les
fractions de "ringage" a 0,4 N NaCl. Dans les fractions anioniques, le palier
0,6 N était le plus riche avec 20% des protéines, puis 4,8 iv et finalement 1 N

et2 N.

% Protéines

30 1

Wash 2 4 .6 .8 1 2
Lavage NaCl (N)

Pour la quantification de I'acide uronique, seules les fractions les plus
anioniques (0,6 N; 0,8 N; 1 N et 2N NaCl) ont pu étre analysées. Les autres
contenaient trop de substances interférentes (hexoses des glycoprotéines et
glycosaminoglycannes neutres de type acide hyaluronique) et la couleur
rose caractéristique du dosage de l'acide uronique n'a pu étre obtenue. Cela
n'a pas géné notre analyse puisque les protéoglycannes détectés par la

méthode au bleu Alcian se trouvaient dans les fractions post-0,4 N NaCl.
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Les résultats ont été présentés comme un rapport acide
uronique/protéines. Comme nous pouvions nous y attendre, ce rapport
augmentait de la fraction 0,6 N a 1N, avec des valeurs de 8%, 15% et 28%
(w/w) respectivement pour les fractions 0,6 N; 0,8 N et 1 N NaCl. A2 N
NaCl, le rapport acide uronique/protéines était identique a celui de la

fraction 0,6 N NaCl, avec une valeur de 7%.

Acide uronique/protéines

30 T

Fraction 0.6 Fraction 0.8 Fraction 1 Fraction 2

NaCl (N)

Les fractions enrichies en protéoglycannes s'échelonnaient donc de la
fraction 0,4 N a 2N NaCl. Leur analyse en hexosamine par analyseur
d'acides aminés (Fauconnet et Rochemont, 1978) a révélé un mélange (1:1)
de glucosamine et de galactosamine dans toutes les fractions a l'exception de
la fraction 2 N NaCl qui contenait 100% de galactosamine. Etant donné que
I'héparane sulfate est constitué de la répétition d'un disaccharide d'acide
glucuronique et de N-acétyl-glucosamine et le chondroitine sulfate d'acide
glucuronique et de N-acétyl-galactosamine, il est probable que les fractions
contenaient un mélange de protéoglycannes. L'exception était la fraction 2 N
NaCl qui ne contenait pas d'héparane sulfate protéoglycanne mais

uniquement un ou des chondroitine sulfate protéoglycannes.
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4.2.2 Application aux protéoglycannes du cerveau humain

Apres avoir développé la technique de purification pour de petits
échantillons de cerveau de bceuf, nous l'avons appliqué au cerveau
humain de quatre témoins et quatre patients atteints de la maladie
d'Alzheimer. Les premiéres purifications, réalisées avec un gradient
linéaire de NaCl en chromatographie d'échange d'anions (Figure XLIIIA),
ont fourni des fractions positives au bleu Alcian de 0,4 N a 2 N NaCl (Figure
XLIIIB). La coloration maximale obtenue autour de 0,6-1,2 N NaCl
correspondait également aux fractions immunoréactives a l'anticorps
monoclonal 7E12 (Figure XLIIIC). Pour quantifier protéines et acide
uronique, des gradients par palier ont été réalisés: "lavage"; 0,15 N; 0,3 N; 0,6
N; 1 N et 2 N NaCl. Les six fractions ont été quantifiées pour leur contenu en
protéines. Aucune différence significative n'a pu étre observée entre
patients atteints de la maladie d'Alzheimer et témoins. Quatre vingt cinq
pour cent du total des protéines ont été retrouvés dans l'intervalle
"lavage"-0,3 M NaCl (Figure XLIVA). Comme nous l'avons décrit pour le
cerveau de beeuf, les fractions anioniques ont été quantifiées pour leur acide
uronique, et leur rapport acide uronique/protéines a été analysé. Dans la
maladie d'Alzheimer, les fractions 0,6 N; 1 N et 2N NaCl présentent un
contenu en acide uronique plus faible que celles des témoins. Une
différence significative a pu étre observée pour le rapport acide
uronique/protéines entre malades et témoins (test t de Student; DL = 6; p <
0,05) dans les deux fractions les plus anioniques (1 N et 2N NaCl) (Figure
XLIVB). Le taux d'acide uronique/protéines de la fraction 0,6 N NaCl était
également plus faible pour les patients atteints de la maladie d'Alzheimer

mais n'était cependant pas significatif.
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L'apparente baisse du rapport acide uronique/protéines dans le
cerveau des patients atteints de maladie d'Alzheimer peut étre expliquée
par une dérégulation du métabolisme des protéoglycannes. Cela pourrait
étre expliqué par une diminution du nombre des groupements sulfa:c (liée
par exemple a une plus faible activité de la sulfotransférase) ou encore une
dérégulation des enzymes impliqués dans l'anabolisme (xylosyltransférase,
galactosyltransférase, N-acetylgalactosaminyltransférase ou N-acetylgluco-
saminyltransférase) ou le catabolisme des glycosaminoglycannes. Ceci
conduirait a une baisse globale de la synthése des protéoglycannes dans le
cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer.

Une telle modification dans la charge des protéoglycannes, qui jouent
un role fondamental dans la filtration des macromolécules au niveau de la
barriere hémato-encéphalique (Simionescu et al., 1981; 1982; Fillit, 1990),
pourrait conduire a l'altération de cette derniere.

En résumé, nous avons mis au point une méthode pour la
purification des protéoglycannes vasculaires du cerveau. L'application de
cette méthode a la maladie d'Alzheimer suggere une modification dans la
structure des protéoglycannes, mais ceci doit étre confirmé sur un plus
grand nombre d'échantillons.

4.3 Conclusion

Nos résultats mettent en évidence une affinité entre un héparane
sulfate protéoglycanne et le peptide A4. Nous avons également démontré
qu'une premiére analyse des protéoglycannes vasculaires peut étre réalisée
sur des petites quantités de cerveau humain. Ces données préliminaires sur
un petit échantillon de la population, suggére une modification de la
distribution chromatographique en échange d'anions des protéoglycannes
vasculaires, entre patients atteints de la maladie d'Alzheimer et témoins.

Cette modification pourrait étre liée & une différence en sulfatation.
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5 Etude de l'affinité des protéoglvcannes de

neuroblastomes pour I'APP

Nous avons montré que l'affinité, pour le peptide A4, de I'héparane
sulfate protéoglycanne purifié des glomérules de rein s'effectue a la fois par
le biais de l'axe protéique et de I'héparane sulfate. Nous disposons
maintenant d'une micro-méthode de détection et de purification des
protéoglycannes. Par ailleurs, nos résultats immunohistochimiques,
obtenus a la fois pour I'HSPG et la thrombospondine laissent suggerer une
participation neuronale a I'amyloidogénése. Pour compléter notre étude et
mieux comprendre les mécanismes moléculaires a I'origine de
I'accumulation du peptide A4 avec les constituants de la matrice
extracellulaire, nous avons analysé les interactions des protéoglycannes
sécrétés d'origine neuronale pour le peptide A4. En effet, les
protéoglycannes sécrétés de neuroblastomes participent a 1'élaboration de la
matrice extracellulaire (Lander et al., 1982; Watanabe et al., 1989). Nous
avons pour cela choisi un clone particulier de neuroblastomes: SKN SH-SY
5Y (Perez-Polo et al., 1979; 1982).

5.1 Purification et Caractérisation des protéoglycannes

5.1.1 Concentration et dialyse des surnageants de culture

Les neuroblastomes SKN SH SY5Y ont été cultivés dans un milieu
défini sans NGF (voir matériels et méthodes, paragraphe BBB) en présence
de marqueurs isotopiques (Na35504 et [3H]-Gly) pendant 36 heures. Le [35S]-
sulfate sert & marquer la partie glycosaminoglycannique et la [3H]-glycine les
domaines de répétition Ser-Gly de l'axe protéique. Le milieu de culture était
alors récupéré et microfiltré sur Diaflo Ultrafilters avec une membrane
PM30 (Amicon Co, Danvers MA USA). La fraction concentrée résultante
était finalement dialysée contre le tampon de chromatographie d'échange

d'anions.
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5.1.2 Echange d'anions et Gel filtration

Une chromatographie d'échange d'anions avec un gradient linéaire

de chlorure de sodium (0,15-2 N NaCl) a été réalisée.

Deux pics ont été obtenus:
le premier élué 4 0,4 N NaCl était seulement [3H]Gly-positif, il
doit contenir les protéines non-anioniques et les glycoprotéines

le second était une fraction 2 la fois [3H] Gly et 35S04-positifs.

Cette fraction débutait a 0,7 N NaCl et se terminait a 1 N NaCl, avec
un maximum & 0,85 N NaCl (Figure A). Elle doit contenir en majorité des

protéoglycannes.

Chromatographie d'échange d'anions
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Apres concentration par microfiltration, elle a été déposée sur une
colonne de chromatographie de tamisage moléculaire. Deux pics ont été
également obtenus: le pic B de plus faible masse moléculaire présentait

toutefois un double marquage isotopique beaucoup plus important.
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Nous avons donc choisi de caractériser les fractions du pic B

puisqu'elles présentaient un meilleur rendement de purification.
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5.1.3 Caractérisation des protéoglycannes par leur sensibilité

aux endoglycosidases

Le matériel du pic B doublement marqué a été testé pour sa

sensibilité aux glycosidases spécifiques des glycosaminoglycannes:
I'héparitinase I (Héparine lyase III, EC 4.2.2.8) et la chondroitinase ABC (EC
4.2.2.4). Le profil des pics marqués au 35SOy4 et a la BH]-Gly en

chromatographie de tamisage moléculaire avant:
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et aprés traitement aux endoglycosidases nous ont permis de déterminer si

le matériel doublement marqué était sensible a I'un ou l'autre des enzymes.
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Le matériel doublement marqué était sensible a la fois a
I'héparitinase III et a la chondroitinase ABC suggérant que le pic B contenait
re\spectivement des chafnes d'héparane sulfate et de chondroitine sulfate
et/ou dermatane sulfate. Il est probable qu'il y ait un mélange de
protéoglycannes (héparane sulfate protéoglycannes et chondroitine sulfate
protéoglycannes) dans le pic B, mais nous ne pouvons écarter I'hypothese

d'un hybride héparane sulfate/chondroitine sulfate protéoglycanne.
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Nous avons donc isolé des protéoglycannes de neuroblastomes. Ces
derniers sont sécrétés par les cellules tumorales. Les protéoglycannes
sécrétés par les lignées neuronales semblent impliquer dans la régulation de
la croissance neuritique (Dow et al.,, 1991), la formation de la matrice
extracellulaire (Dow et al., 1988; Culp et al., 1989) et I'activité des facteurs de
croissance (FGF acide, FGF basique) (Ruoslahti et Yamaguchi, 1991) en
augmentant leur affinité pour leurs récepteurs (Yanagishita et Hascall,
1992). Pour les neuroblastomes SY5Y non différenciés au NGF, ces
protéoglycannes pourraient avoir un réle dans la croissance neuritique
~ puisque cette derniére existe surtout quand les cellules sont cultivées en
milieu défini. Néanmoins, un roéle dans l'adhésion cellulaire et la
formation de la matrice extracellulaire apparait comme le plus

vraisemblable.

5.2 Comparaison immunochimique de I'HSPG vasculaire et des

protéoglycannes de neuroblastomes.

' 5.2.1 Présence de réactions croisées avec le 7E12

Du fait du marquage neuronal observé en immunohistochimie chez
certains patients atteints de la maladie d'Alzheimer, du syndrome de Down
et du syndrome de Guam avec dépots amyloides, nous avons recherché si
les protéoglycannes sécrétés de neuroblastomes réagissaient avec l'anticorps
monoclonal 7E12.

Les fractions obtenues aprés chromatographie de tamisage
moléculaire ont été déposées en dot-blot sur Immobilon-P. La membrane a
été incubée avec l'anticorps monoclonal 7E12. Seules les fractions du pic B
étaient immunoréactives. Il y a donc dans le pic, un matériel qui montre
une réaction croisée avec l'anticorps monoclonal 7E12 caractéristique de

I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire. Nous l'avons donc analysé
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par la technique des immuno-empreintes, aprés électrophorése en gel de
polycarylamide 5% en présence de SDS. L'héparane sulfate protéoglycanne a
été déposé sur le méme gel comme témoin. Ce dernier a une masse
moléculaire apparente d'environ 200 kDa. Au contraire, le matériel
provenant des neuroblastomes a une masse moléculaire plus importante,
supérieure a 300 kDa (Figure XLVA). Nos résultats obtenus en
immunohistochimie, qui montrent un marquage de neurones (ou
neurones en dégénérescence) (Figure XLVB) pourraient s'expliquer, non
pas par une recapture post-mortem de fragments protéolytiques de
I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire mais bien par la présence d'au
moins un protéoglycanne neuronal qui est immunoréactif a l'anticorps

monoclonal 7E12.

5.2.2 Les protéoglycannes de neuroblastomes et I'héparane

sulfate protéoglycanne vasculaire sont différents

Le protéoglycanne sécrété des neuroblastomes et I'héparane sulfate
protéoglycanne sont-ils apparentés? Lors des expériences de digestion aux
endoglycosidases, l'axe protéique aprés héparitinase III est détecté par
I'anticorps 7E12 mais pas le matériel de plus haute masse moléculaire. A
I'inverse, le matériel digéré par la chondroitinase ABC n'est pas
immunoréactif. Le matériel sécrété n'est donc pas un hybride mais bien un
mélange de protéoglycannes. Le protéoglycanne sécrété des neuroblastomes
détecté par l'anticorps 7E12 est un héparane sulfate protéoglycanne. Nous
avons déterminé qu'il a une masse moléculaire plus élevée; nous nous
sommes donc demandés si la différence entre l'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire et 1'héparane sulfate protéoglycanne de
neuroblastome était liée a 1'état de glycosylation. La comparaison des deux

axes protéiques en gel de polyacrylamide en présence de SDS a été réalisée et



Figure XLV

Analyses immunologiques des protéoglycannes sécrétés de SKNSH SY5Y.
A) Immuno-empreinte avec l'anticorps 7E12: les protéoglycannes de
cellules tumorales (N) ont été déposés dans le couloir 1 et I'héparane sulfate
protéoglycanne des glomérules de rein (V) dans le couloir 2 (bande large).
Noter la présence d'un marquage a la limite entre le gel de concentration et
celui de séparation qui correspond a l'héparane sulfate protéoglycanne de
neuroblastome avec une masse moléculaire supérieure & 300 kDa (téte de
fleche). Le témoin de masse moléculaire (180) est exprimé en kDa.

B) Marquage immunohistochimique réalisé avec l'anticorps 7E12 dans le
cortex temporal d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Noter le
marquage vasculaire et neuronal (fleche) qui semble é&étre une lésion
neurofibrillaire intracellulaire. Echelle = 25 pum.
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nous avons remarqué que leurs masses moléculaires étaient différentes. Il
peut donc s'agir de deux protéoglycannes différents mais avec au moins un
domaine commun ({(celul reconnu par l'anticorps 7E12) ou de deux
protéoglycannes codés par le méme geéne mais résultants d'un épissage

différent selon le type cellulaire.

5.3 Etude d'affinité: spécificité pour le peptide A4

Nous avons étudié l'affinité des protéoglycannes, du pic B obtenu
aprés chromatographie de tamisage moléculaire, pour le peptide A4. En
effet, le marquage neuronal observé en immunohistochimie avec
I'anticorps 7E12 est probablement 1ié a la présence de l'héparane sulfate
protéoglycanne neuronal. Il serait intéressant de savoir s'il a les mémes
propriétés que l'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire, en ce qui
concerne son affinité pour le peptide A4. De plus, suite aux expériences de
digestions par des endoglycosidases, nous avons déterminé qu'un
chondroitine et/ou dermatane sulfate protéoglycanne était présent dans la
fraction du pic B. Ce dernier posséde-t-il également une affinité pour le

peptide A4?
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5.3.1 Affinité pour les 28 premiers acides aminés du peptide A4

Une partie du matériel marquée au 35504 du pic B, a été déposé sur la
colonne de chromatographie d'affinité du peptide A4 (1-28). Aprés lavage
de la colonne, un gradient linéaire de chlorure de sodium de 0,1I5Na2N a
été réalisé. Le matériel radiomarqué a été élué a une concentration de 0,88 N
NaCl. II y a donc une affinité des protéoglycannes de neuroblastomes
(héparane sulfate et chondroitine sulfate et/ou dermatane sulfate) pour la

séquence 1-28 du peptide A4.
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5.3.2 Affinité pour la séquence R4 et a la séquence R5

De la méme fagon qu'avec l'héparane sulfate protéoglycanne,
l'affinité pour deux autres régions de I'APP a été analysée. Le méme
matériel (cité ci-dessus) a été déposé sur les colonnes de chromatographie
du peptide R4 et R5. Pour les deux colonnes, le matériel radiomarqué ne
s'est pas fixé et a été élué par le lavage au tampon phosphate. Il n'y a donc
aucune affinité entre les protéoglycannes sécrétés de neuroblastomes et les

peptides R4 et R5 de I'APP.

5.4 L'affinité pour le peptide A4 est médiée par la partie

protéique ou glycosaminoglycannique

5.4.1 Affinité de la partie glycosaminoglycannique

Etant donné l'affinité des différents types de protéoglycannes sécrétés
de neuroblastomes pour le peptide A4, nous avons étudié la spécificité de la
liaison en utilisant différentes solutions de polysaccharides (sulfate de
dextran, chondroitine sulfate A, dermatane sulfate, héparine et héparane

sulfate).
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Elution par le dextran sulfate

Le matériel marqué au 35504 a été déposé sur la colonne de
chromatographie d'affinité du peptide A4 et un gradient linéaire de sulfate
de dextran a été réalisé mais le matériel n'a pas ¢té élué. La colonne a
ensuite été lavée par du NaCl 2 N, ce qui a permis l'élution des

protéoglycannes de neuroblastomes.
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Ces résultats démontrent que les polysaccharides sulfatés et les
groupements sulfates en général ne suffisent pas a rompre la liaison

protéoglycannes neuronaux-peptide A4.
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Elution par le chondroitine sulfate AC

Nous avons ensuite utilisé un gradient (0-10 mg/ml) de
chondroitine sulfate A, contaminé jusqu'a 30% de chondroitine sulfate C,
pour éluer le matériel radiomarqué de la colonne de chromatographie
d'affinité du peptide A4. Aucune élution n'a ét4 réalisée et seul un lavage

avec 2 N NaCl a permis de décrocher le matériel 1ié a la colonne.
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Il est donc probable que le matériel lié a la colonne ne contenait
pas de chondroitine sulfate A et C. Mais étant donné qu'il est sensible 2 la
chondroitinase ABC, il est possible qu'il y ait un dermatane sulfate

(chondroitine sulfate B) protéoglycanne.
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Elution par le dermatane sulfate (chondroitine sulfate B)

Nous avons donc réalisé un gradient linéaire de 0 a 10 mg/ml
de dermatane sulfate, ce qui a permis I'élution partielle du matériel déposé
pour une concentration en dermatane sulfate de 4,8 mg/ml. Le reste du
matériel a été décroché grace a un lavage par le NaCl 2 N. Il y a donc bien un
dermatane sulfate protéoglycanne qui se lie au peptide A4 mais un autre

protéoglycanne est également présent.
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Une partie des fractions obtenues aprés le lavage au NaCl a été
déposée en dot-blot. Les fractions sont immunoréactives a I'anticorps 7E12,
elles contiennent donc bien l'autre protéoglycanne sensible a 1'héparitinase:

I'héparane sulfate protéoglycanne.
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Elution par 1'héparine et I'héparane sulfate

Finalement, nous avons réalisé des gradients d'héparine et
d'héparane sulfate pour éluer le matériel radicmargué. L'héparine éluait

l'ensemble du niaiériel pour une concentration de 5,5 mg/ml:
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alors que I'héparane sulfate a une concentration de 5,0 mg/ml n'éluait
qu'une partie du matériel qui était 7E12 immunoréactif. Un second pic était
élué avec le lavage 2 N NaCl. Il est possible que la préparation d'héparine ne
soit pas pure et que le dermatane sulfate protéoglycanne ait été également

élué.

5.4.2 Affinité pour la partie protéique

Nous avons vérifié l'affinité de l'axe protéique du protéoglycanne
sécrété de neuroblastomes reconnu par l'anticorps monoclonal 7E12 pour le
peptide A4. Nous avons donc traité la fraction B a l'héparitinase III et
déposé sur la colonne de chromatographie d'affinité au peptide A4 le
matériel digéré. Comme dans le cas de I'héparane sulfate protéoglycanne

vasculaire, l'axe protéique s'est lié au peptide A4 et il a fallu une
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5.4.2 Affinité pour la partie protéique

Nous avons vérifié l'affinité de l'axe protéique du protéoglycanne
sécrété de neuroblastomes reconnu par l'anticorps monoclonal 7E12 pour le
peptide A4. Nous avons donc traité la fraction B a I'héparitinase III et
déposé sur la colonne de chromatographie d'affinité au peptide A4 le
matériel digéré. Comme dans le cas de I'héparane sulfate protéoglycanne
vasculaire, l'axe protéique s'est 1lié au peptide A4 et il a fallu une
concentration ¢levée de NaCl pour 1'éluer (environ 1 N NaCl). Il y a donc
de fortes chances pour que les deux types de protéoglycannes appartiennent
a la méme famille. Il est méme possible qu'ils soient exprimés par le méme
géne mais subissent un épissage alternatif différent en fonction du type

cellulaire.

5.5 Bilan: Héparane sulfate protéoglycanne neuronal

Malgré la présence d'anomalies vasculaires (Figure XXXVIA),
I'héparane sulfate protéoglycanne contenu dans les dép6ts amyloides ne
peut donc plus étre considéré comme strictement vasculaire, il peut étre
également neuronal (XLVIB). La caractérisation de protécglycannes sécrétés
neuronaux peut avoir une grande signification dans la maladie
d'Alzheimer. Une fois sécrétés, ces protéoglycannes se retrouvent donc
dans le milieu extracellulaire et ils pourraient participer a la formation des
dépots amyloides. De plus, outre un héparane sulfate protéoglycanne, il
existe également un dermatane sulfate protéoglycanne qui posséde une
forte affinité pour le peptide A4. Récemment, Snow et coll. (1992) ont
démontré la présence d'un dermatane sulfate protéoglycanne (decorin)
dans les dépdts amyloides et les 1ésions neurofibrillaires. I est probable qu'il
s'agisse du protéoglycanne que nous avons purifié a partir des

neuroblastomes.
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Outre les sites YE[VHHOQKL]VF et RHDS décrits pour le
protéoglycanne vasculaire et les fonctions possibles qui y sont associées, la
sécrétion de ces protéoglycannes leur donne un nouveau role potentiel
dans le métabolisme de I'APP. En effet, la maturation de I'APP conduit a
son clivage au niveau du peptide A4. Cette coupure se ferait soit au niveau
de l'appareil de Golgi (Sambamurti et al.,, 1992), soit au niveau de la
membrane plasmique (Sisodia et al., 1990; Anderson et al., 1991). L'affinité
entre le peptide et un protéoglycanne sécrété suivant la méme voie
d'exocytose que I'APP pourrait empécher le clivage normal de I'APP a
l'intérieur du peptide A4 et conduire a une coupure alternative en dehors
du peptide A4. Ce type de protéolyse conduirait a la formation de fragments
amyloidogéniques. L'affinité des protéoglycannes pour le peptide A4
pourrait donc réguler la sécrétion d'APP et modifier les rapports fragments
non amyloidogéniques/fragments amyloidogéniques.

Les derniers résultats obtenus en immunohistochimie indiquent que
I'héparane sulfate protéoglycanne est colocalisé dans les neurones avec le
peptide A4. Les deux molécules sont probablement métabolisés de maniére
similaire de l'exocytose a l'endocytose par la voie endosome-lysosome ce
qui expliquerait le type d'images parfois obtenu (Figure XLVIC). Les
protéoglycannes sont dans des vésicules intracellulaires dans des neurones
en voie de dégénérescence qui sont également immunoréactifs avec un
anticorps dirigé contre le peptide A4. Les protéoglycannes pourraient servir
de molécules d'accompagnement pour I'APP. Une dérégulation cellulaire
telle qu'une diminution de la concentration en Zn2+, une modification de
la charge des protéoglycanes ou une mutation ponctuelle de I'APP pourrait
changer l'affinité des protéoglycannes pour une région de I'APP vers une
autre. Par exemple, si ' APP est normalement O-glycosylé par une chaine de

chondroitine sulfate au niveau du peptide A4 (Shioi et al., 1992), l'affinité
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des protéoglycannes pour I'APP ne serait pas lié au peptide A4 et cela
n'affecterait en rien le métabolisme des deux protéines. Par contre, un
défaut de glycosylation, suite & un probléme de compartimentalisaticn
subcellulaire, une dérégulation d'cizymes de glycosylation ou encore un
épissage alternatif modifiant la conformation de I'APP de type L-APP
(Konig et al., 1992), pourrait permettre l'interaction entre le peptide A4 et
les protéoglycannes. Le métabolisme des deux protéines serait modifié et
une co-déposition dans les dépots amjrloi'des pourrait alors s'expliquer. De
méme, Masters et Beyreuther (1992) ont mis en évidence que le site
d'affinité de I'APP pour I'héparine est situé au niveau de la région R4.
Leurs expériences ont été réalisées en présence de Zn2+ qui se lie également
a I'APP et modifie son organisation spatiale. En absence de Zn2+, nous
avons déterminé que le site d'affinité pour les héparane sulfate
protéoglycannes et le glycosaminoglycanne héparane sulfate est la région 1-
28 du peptide A4. Nous pouvons donc suggérer qu'une modification du
contenu en Zn2+ dans la cellule peut modifier les interactions entre peptide
APP et protéoglycannes. Ceci est raisonnable d'autant plus qu'une
pathologie liée au zinc dans la maladie d'Alzheimer a déja été suggérée
(Constantinidis, 1991).

Les facteurs modifiant l'affinité entre le peptide A4 et les
protéoglycannes sont fondamentaux. Ainsi, les mutations récemment
observées dans certains patients atteints de maladie d'Alzheimer familiale
(Goate et al., 1991; Chartier-Harlin et al., 1991) pourraient changer cette
affinité et conduire a la cascade d'événements qui meéne aux dépodts
amyloides et a la dégénérescence neurofibrillaire. D'autres éléments comme
les cytokines tels que l'interleukine-1 et l'interleukine-6, et les facteurs de
croissance (NGF) modifient la sulfatation des chaines des

glycosaminoglycannes (Ding, Buée et Fillit, observations non publiées). Lors
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de la réaction inflammatoire observée dans la maladie d'Alzheimer (Rogers
et al., 1988), il y a une augmentation du taux de certaines cytokines tel que le
TNF-a (Fillit et al., 1991) qui pourraient également perturber l'affinité entre
le peptide A4 et les chaines glycosaminoglycanniques, par une modification

de leur sulfatation.



CONCLUSION
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CONCLUSION

Dans le cadre d'un travail mené dans l'unité INSERM U156 et en
collaboration avec le département de Gériatrie et le centre de Neurobiologie
du Mount Sinai Medical Center (CUNY), New York, nous avons étudié le
role des protéoglycannes dans l'amyloidose au cours de la maladie
d'Alzheimer. Nous avons pu mettre en évidence la présence d'un
héparane sulfate protéoglycanne dans les dépots amyloides par un
marquage immunohistochimique avec un anticorps monoclonal préparé a
partir de protéoglycannes vasculaires. Nos résultats concordent avec ceux
actuellement trouvés dans la littérature décrivant, dans les dépots
amyloides, la présence de protéoglycannes vasculaires (Snow et al., 1988b) et
d'autres constituants de la membrane basale des vaisseaux (Howard et
Pilkington, 1990; Perlmutter et al.,, 1991). L'origine vasculaire des dépdts
amyloides a été suggéré par de nombreux auteurs (Hassler, 1965; Ravens,
1978; Miyakawa et al., 1982; Hardy et al., 1986; Scheibel et al., 1986; Behrouz,
1990; Selkoe, 1991) mais il a été également montré que les relations entre les
microvaisseaux et les dép6ts amyloides sont plutdt dues au hasard qu'a un
phénomene causal (Kawai et al., 1990). Nous avons donc analysé
I'angioarchitecture et les caractéristiques de la microvascularisation chez
des témoins (jeune et agés), chez des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer, du syndrome de Down mais également d'autres maladies
neurodégénératives tels que la maladie de Pick, la démence pugilistique ou
le syndrome de Guam. Notre étude a porté non seulement sur
'organisation spatiale des dép6ts amyloides par rapport a la vascularisation
mais aussi sur la distribution des anomalies vasculaires détectées grace a

I'anticorps monoclonal.
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Nous avons pu démontrer la diversité de ces anomalies vasculaires,
tels que l'atrophie, I'enchevétrement en spirale, la formation en boucle et la
tortuosité de certains microvaisseaux et leur distribution laminaire et
régionale particuliere. De plus, suite a l'atrophie cérébrale, nous avons pu
montrer une compression laminaire qui résulte en une perte de
I'angioarchitecture de certaines régions.

La forme et la localisation des dépots amyloides marqués avec
I'anticorps monoclonal dirigé contre 1'héparane sulfate protéoglycanne
nous ont indiqué que le dépot de cette molécule au sein de ces structures est
un phénomeéne précoce mais qui n'est pas lié a la vascularisation, avec
I'exception des dépdts liés a I'angiopathie amyloide dont 1l'origine est
probablement vasculaire. Un marquage neuronal était parfois également
observé laissant suggérer une autre origine cellulaire. Etant donné 1'absence
de relation des dépots amyloides avec les microvaisseaux, dans la majorité
des cas, I'anticorps 7E12 devait marquer également des protéoglycannes non
vasculaires. Nous avons pu détecter avec cet anticorps, un héparane sulfate
protéoglycanne sécrété par les cellules SKNSH SY 5Y de neuroblastome,
apparenté a celui purifié des glomérules de rein, mais de masse moléculaire
différente. L'immunoréactivité obtenue par l'anticorps 7E12 suggére la
présence de ce protéoglycanne dans les dép6ts amyloides. Finalement, nous
avons pu mettre en évidence une affinité spécifique entre le peptide A4 et a
la fois la partie glycosaminoglycannique et protéique de I'héparane sulfate
protéoglycanne vasculaire. Ce type d'affinité a pu étre observé également
dans le cas de protéoglycannes sécrétés par des neuroblastomes humains.
Ces derniers sont constitués d'un mélange d'héparane sulfate
protéoglycanne (reconnu par l'anticorps monoclonal dirigé contre
I'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire) et de dermatane sulfate

protéoglycanne tous deux posseédant une forte affinité pour le peptide A4.
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La présence d'un dermatane sulfate protéoglycanne a été récemment décrite
dans les dép6ts amyloides et les 1ésions neurofibrillaires (Snow et al., 1992).
C'est la premiére démonstration directe de l'affinité des protéoglycannes
pour le peptide A4. L'hypothese d'un role fondamental des protéoglycannes
déns I'amyloidogénese (Snow et Wight, 1989; Kisilevsky, 1990; Kisilevsky et
al., 1992) nous semble donc particulierement séduisante.

L'affinité des protéoglycannes pour le peptide A4 existe en absence de
toute pathologie. 11 y aurait donc au cours de la maladie d'Alzheimer une
compartimentalisation qui séparerait les deux constituants ou encore une
augmentation de leur affinité. Chez les patients atteints de maladie
d'Alzheimer familiale, la mutation pourrait modifier les interactions entre
I'APP et les protéoglycannes et ainsi expliquer leur co-déposition dans les
dépdts amyloides. Chez les cas sporadiques, d'autres phénoménes doivent
intervenir. Nous avons déja montré un changement dans la structure des
glycosaminoglycannes ce qui pourrait modifier leur affinité pour le peptide
A4, et d'autres hypotheses, qui ont été décrites au cours de ce travail
existent. Les récentes données de la littérature et nos résultats nous ont
conduit a I'hypothese suivante:

Les mutations de I'APP ou les modifications des protéoglycannes et
des constituants des membranes basales, au niveau des groupements sulfate
ou des chaines glycosaminoglycanniques conduirait a la formation d'un
complexe stable indissociable, par exemple de type protéine amyloide-
glycosaminoglycanne. Ce dernier "précipiterait" dans la matrice
extracellulaire et formerait un berceau ou "nidus" ol s'accumuleraient ces
constituants modifiés. Une fois le "nidus" formé, les molécules des
membranes basales pourraient s'y agréger. Cela expliquerait la présence de
protéines tels que le collagéne IV, la fibronectine, la laminine, la

thrombospondine. Ceux-ci posseédent naturellement une affinité pour
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I'APP et les glycosaminoglycannes (Sage et Bornstein, 1991; Kisilevsky et al.,
1992, Small et al., 1992) et les modifications nécessaires pour former le
complexe qui a conduit a la création du "nidus" ne seraient plus
indispensables pour leur accumulation.

L'APP non modifié pourrait lui aussi s'accumuler au sein du "nidus"
du fait de son affinité pour les protéoglycannes et autres constituants (Klier
et al., 1990; Narindrasorasak et al., 1991; Kisilevsky et al., 1992; Small et al,,
1992). De ce fait, les protéoglycannes et I'APP pourraient apparaitre sous
I'aspect de dép6ts pré-amyloides ou diffus qui sont considérés comme les
premiers a se former (Ikeda et al., 1989, 1990). Nous avons pu montrer qu'ils
sont détectés par l'anticorps 7E12, la présence d'héparane sulfate
protéoglycanne au sein des dépdts amyloides est donc un phénoméne
précoce et conciliable avec cette hypotheése. L'APP serait ensuite dégradé et
seul le peptide A4 sera protégé de la protéolyse du fait de son affinité pour
les protéoglycannes. Il y aurait alors formation des fibrilles amyloides
composées du peptide A4 et des protéoglycannes. Un ensemble de
constituants possedant alors une affinité pour les protéoglycannes, les
heparin-binding proteins tels que l'aj-antichymotrypsine, les
apolipoprotéines, les protéines du complément, et la thrombospondine se
retrouverait emprisonné dans ces dépots. Une partie du peptide A4 se
lierait a des protéoglycannes ou d'autres molécules qui seraient
réinternalisés au sein des neurones. L'apparition de ces dépdts diffus
toucherait tout d'abord une partie du néocortex. Puis, ils s'étendraient a
I'ensemble du cortex. Ils s'élargiraient et finiraient par infiltrer une grande
partie de la matrice extracellulaire conduisant inéluctablement a la mort

neuronale, vers la démence.
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Quels sont les perpespectives de recherche aprés ce travail de thése?

Au niveau de la recherche fondamentale, nous nous apercevons que
la structure et la fonction des protéoglycannes sont trés mal connues dans le
systéme nerveux central. Par l'élaboration de sondes immunologiques
monoclonales dirigées contre ces protéoglycannes, il nous sera possible de
caractériser les protéoglycannes présents dans le systéme nerveux central.
En paraliele, et en complément a cette approche, la biologie moléculaire
sera également d'un grand apport. Notre collaboration avec le laboratoire
du Dr. H. Fillit devrait nous permettre d'aborder ces deux aspects. Il existe
des domaines communs a tous les protéoglycannes riches en Ser-Gly. Une
sonde dirigée contre cette région permettra l'identification de l'ensemble
des protéoglycannes exprimés dans le systéme nerveux central.
Récemment, une cartographie peptidique par l'anticorps 7E12 a permis
d'isoler un peptide de l'axe protéique de I'héparane sulfate protéoglycanne
isolé de glomérules de rein (Fillit, Boyle, Eisler, communication
personnelle). Ce peptide sera séquencé. Des sondes oligonucléotidiques
correspondant a la séquence en acides aminés seront synthétisées et
serviront a cribler des banques d'ADN complémentaires du systéme
nerveux central et de cellules de neuroblastome, glioblastome et
astrocytome. Finalement, les anticorps monoclonaux pourront servir a
cribler des banques d'expression. Ainsi, il sera possible de déterminer les
différentes catégories de protéoglycannes du systéme nerveux central, et
d'étudier les éléments régulateurs au niveau de leurs génes. En effet, il
nous semble indispensable de déterminer les facteurs qui influencent le
métabolisme des protéoglycannes tels que les facteurs de croissance (EGF,
FGF, NGF) et les cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6). Ces facteurs modifient non
seulement l'expression mais aussi la structure glycosaminoglycannique et

son degré de sulfatation.
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Par ailleurs, nous pourrons trouver la région de l'axe protéique
impliquée dans l'interaction avec le peptide A4 en utilisant les protéines
recombinantes entieres ou partielles des différents clones obtenus. L'affinité
des protéoglycannes pour le peptide A4 pourra étre étudiée en fonction de
des facteurs de régulation mises en évidence. Cela permettra de mieux

cerner les agents importants dans ce phénomeéne.

Pour la recherche clinique, la purification des protéoglycannes chez
les patients atteints de la maladie d'Alzheimer sera poursuivie. De plus,
une large variété de cas pré-cliniques, tel que celui décrit récemment par
Hof et al., 1992 permettra de suivre les modifications des protéoglycannes

au cours de la maladie et non plus en stade final.

De plus, l'identification de la sous-population de neurones
pyramidaux sensibles & la dégénérescence neurofibrillaire et donc peut-étre
a la neurotoxicité du peptide A4, doit étre faite pour mieux disséquer les
différentes étapes conduisant a la dégénérescence neurofibrillaire. Leur
identification pourrait étre réalisée par différents marquages
immunohistochimiques (SMI-32, anti-thrombospondine, etc...) sur des
cultures primaires. Il serait alors possible de réaliser des études de
neurotoxicité sur ce modéle in vitro qui permettrait de mieux comprendre
pourquoi certains neurones expriment ou accumulent I'héparane sulfate

protéoglycanne reconnu par l'anticorps 7E12.
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Finalement, ces informations seront exploitées pour rechercher un
ou des marqueurs ante-mortem de la maladie d'Alzheimer qui pourraient
se trouver dans les liquides périphériques. Par exemple, une modification
dans la structure des protéoglycannes pourrait conduire a la formation
d'autoanticorps. Des résultats préliminaires ont déja été publiés par le
laboratoire du Dr. Fillit a New York sur la présence d'anticorps anti-
protéoglycannes vasculaires dans la maladie d'Alzheimer (Fillit et al., 1987;
Fillit, 1990). Une recherche des produits de dégradation des protéoglycannes
dans le liquide céphalo-rachidien de patients avec un diagnostic de
"maladie d'Alzheimer probable" devrait étre également envisagée et
couplée aux résultats des taux de cytokines (TNF-a; IL-1; IL-6) (Fillit et al.,
1991).
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MATERIELS ET METHODES

1 Matériel autopsique

1.1 Cerveaux de boeuf

Ils proviennent d'un proche abattoir, et ont été retirés de l'animal
environ une heure apreés l'abattage pour étre placés dans la glace. Ils sont
ensuite conservés dans un congélateur a -80°C jusqu'a utilisation.

1.2 Cerveaux humains

L'origine du matériel autopsique est diverse. Les cerveaux de
témoins ont été obtenus de I'ADRC (Alzheimer's Disease Research Center)
du Mount Sinai Hospital, New York, NY, Département de Psychiatrie,
Faculté de Médecine, Université of Geneve (IUPG), Suisse, et du CHR de
Lille, France. Les patients atteints de maladie d'Alzheimer répondent tous
aux criteres du NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984). Ils ont été obtenus
des mémes centres que les témoins, ainsi que de I'Institute of
Biogerontology Research, Sun City, AZ. Les cas de syndrome de Down et de
maladie de Pick proviennenf du Mount Sinai Hospital et du Département
de Psychiatrie de Geneve, les cas de démence pugilistique et du syndrome
de I'ile de Guam, du Mount Sinai Hospital, et du Guam Memorial Hospital,
Agana, Guam.

Les autopsies sont réalisées quelques heures aprés la mort. Le
matériel est soit fixé pour un travail histologique, soit congelé a -80°C dans

I'optique d'une étude biochimique.
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2 Analyse Histologique

2.1 Histologie
2.1.1 Coupes en congélation

Dans les cas des patients atteints de maladie d'Alzheimer, du

syndrome de l'ille de Guam et de témoins, le matériel est fixé par
immersion dans un tampon phosphate pH 7,4 contenant 4% de
paraformaldéhyde pendant 12 heures. Les régions a étudier sont ensuite
disséquées et post-fixées de 48 a 72 heures (Hof et al., 1990). Les régions
disséquées* sont le cortex temporal inférieur (aire 20), le cortex frontal
supérieur (aire 9), le cortex visuel (aires 17 et 18) et I'hippocampe. Dans les
autres cas (syndrome de Down, maladie de Pick et démence pugilistique), le
matériel était fixé et conservé dans 10% de formol.

Tous les échantillons, quel que soit le mode de fixation, ont été rincés
dans une série de solutions de sucrose de concentration croissante (12%,
16% et 18%), puis congelés et finalement sectionnés a 40 pm avec un
cryostat.

(*) La numérotation des régions disséquées correspond a la

classification de Brodman (voir Annexe II).

2.1.2 Coupes en paraffine

Pour les patients atteints de la maladie d'Alzheimer et les témoins
obtenus en France, le matériel autopsique a été fixé dans le liquide de
Carnoy (éthanol/chloroforme/acide acétique: 6/3/1) ou dans le formol. Les

blocs disséqués sont ensuite inclus en paraffine et coupés a 6 um.
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2.2 Histochimie

2.2.1 Bleu Alcian

Les coupes sont colorées par une solution de bleu Alcian a 1% (P/V)
dans 'HCI pH 1. Apres séchage, les coupes sont déshydratées dans l'alcool
absolu puis le toluéne. Elles sont ensuite montées dans I'Eukitt (Behrouz,
1990).

Les coupes peuvent étre également colorées par la méthode de Scott.
Il s'agit d'utiliser des concentrations croissantes de chlorure de magnésium
qui permettent une coloration sélective des glycosaminoglycannes
(Alvarado et Castejon, 1984; Scott, 1985). En effet, le groupement sulfate est
parmi les charges négatives celui qui posséde en présence d'ion
magnésium, la plus forte affinité pour le bleu Alcian. Les coupes sont
incubées pendant une nuit dans une solution a 0,05% de bleu Alcian dans
l'acétate de sodium 50 mM pH 5,7, avec des concentrations en chlorure de
magnésium de 0,05 M a 1,2 M. Tous les glycosaminoglycannes sont colorés a
faible concentration de MgCly, mais seuls les plus fortement sulfatés restent
colorés a forte concentration de MgCly.

2.2.2 Thioflavine S

en solution aqueuse

Une solution aqueuse fraiche de thioflavine S a 1% (P/V) est
mise en contact avec les coupes a colorer pendant 8 min. Aprés un ringage
rapide dans l'éthanol a 80% (V/V), les coupes sont montées a l'eau
glycérinée. Cette coloration peut suivre une réaction immuno-
histochimique.

en solution tamponnée alcoolique a 40%

Pour utiliser cette méthode, les coupes sont montées sur des
lames pré-traitées a la poly-L-lysine. Ces coupes subissent ensuite une

oxydation avec 0,25% (P/V) de permanganate de potassium dans du PBS
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pendant 20 min. Aprés un rincage, les coupes sont ensuite traitées par une
solution de PBS contenant 1% (P/V) de métabisulfite de sodium et 1% (P/V)
d'acide oxalique jusqu'a ce qu'elles perdent leur coloration violacée
(environ 2 a 3 min.). Une série de ringages successifs est alors réalisée; les
coupes sont finalement colorées par une solution PBS de thioflavine S a
0,0125% (P/V) contenant 40% (vV/V) d'éthanol. Apres ringage, les coupes sont

montées a l'eau glycérinée (Vallet et al., 1992).

2.2.3 Coloration de Nissl

Les coupes sont préalablement délipidées, et ensuite colorées pendant
20 ::in. dans une solution d'acétate de Crésyl violet: 0,02% (P/V) de Crésyl
violet dans un mélange (trois volumes 0,2 M d'acide acétique et deux
volumes 0,2 M d'acétate de sodium). Apres déshydratation et
différenciation dans l'éthanol a 95%, les coupes sont ensuite montées au
xyléne ou un dérivé. Cette coloration peut suivre une réaction

immunohistochimique.

2.3 Immunohistochimie

2.3.1 Caractérisation des anticorps

PHF

L'anticorps dirigé contre les PHF a été réalisé a partir d'une
préparation de PHF (Persuy et al., 1985) selon la technique de Selkoe et al.,
1982. Il reconnait les neurones en dégénérescence neurofibrillaire en
microscopie optique et les PHF en microscopie électronique. Par la
technique des immuno-empreintes, il marque uniquement les protéines
tau normales (Delacourte et Défossez, 1986; Parent et al., 1988) et

pathologiques (Delacourte et al., 1990; Flament, 1990).
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En utilisant leur caractére thermostable, les protéines tau
humaines ont pu étre partiellement purifiées. Apres électrophorase
préparative, la préparation obtenue a été injectée a un lapin.
L'immunsérum reconnait les neurones en dégénérescence neurofibrillaire
en immunohistochimie (Delacourte et Défossez, 1986; Défossez et al., 1988)
et les protéines tau normales et pathologiques par la technique des
immuno-empreintes (Delacourte et Défossez, 1986; Parent et al., 1988;
Flament, 1990).

Amyloid A4 1-10

Le peptide Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr a été
synthétisé par le Dr. P. Hublau en Pharmacie a Lille. Il a été fixé a
I'anatoxine tétanique par le glutaraldéhyde 25%. Le conjugué peptide-
protéine est injecté a un lapin. L'immunsérum obtenu marque les dépbts
amyloides (plaques séniles et angiopathie) en immunohistochimie
(Behrouz, 1990).
Amyloid A4 1-28

Le peptide Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Ser-Lys a été
synthétisé par la société Néosystem a Strasbourg. I a été couplé a
I'ovalbumine et injecté & un lapin. Il marque les dépdts amyloides (plaques
séniles et angiopathie) en immunohistochimie.

Héparane sulfate protéoglycanne

L'héparane sulfate protéoglycanne vasculaire a été purifié a
partir de glomérule de rein de bceuf (voir paragraphe 5.8.1.). Il a servi
d'immunogeéne pour faire des anticorps monoclonaux. Ces derniers dont lé
7E12 ont été caractérisés par Kemeny et al., 1988. L'anticorps 7E12 reconnait

spécifiquement un héparane sulfate protéoglycanne vasculaire, il ne
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montre aucune réaction croisée avec la laminine, la fibronectine et le
procollagéne de type IV. En immunohistochimie, il marque la membrane
basale des vaisseaux et les plaques séniles (Perlmutter et al., 1990; Fillit et al.,
1991).

Thrombospondine

L'immunsérum dirigé contre la thrombospondine a été obtenu
en injectant chez un lapin de la thrombospondine purifiée a partir de
plaquettes humaines. Il a déja été tres bien caractérisé (Sherwood et al,,
1989). L'anticorps monoclonal A6.1 qui reconnait un épitope dépendant du
calcium dans la partie 70 kDa de la thrombospondine (Dixit et al., 1986)
nous a été gracieusement fourni par le Dr. William Frazier, Washington
University, St Louis. Il a été purifié par chromatographie d'affinité sur

protéine A.

2.3.2 Techniques

Elimination de la peroxydase endogéne

Les coupes sont pré-incubées dans un mélange trois volumes
de méthanol/un volume d'eau oxygénée a 3% pendant 15 min. Elles sont
ensuite rincées avant l'incubation avec les anticorps.

Kit avidine-biotine/DAB

Les coupes sont incubées a 4°C pendant 12 a 48 heures avec le
premier anticorps. Aprés l'incubation, les lames sont rincées et incubées
selon la procédure classique des kits avidine-biotine (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Le deuxiéme anticorps est biotinylé, il est mis en contact
avec les lames pendant une heure a température ambiante. Finalement,
aprés ringage, un mélange avidine DH-peroxydase biotinylée, est incubée
avec les coupes. L'activité peroxydasique est révélée par l'eau oxygénée et la

diaminobenzidine ou le 4-chloronaphtol.
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Intensification a l'osmium

Les sections colorées a la diaminobenzidine sont délipidées,
puis réhydratées et intensifiées par des bains successifs dans des solutions
d'acide osmique a 0,005%, puis de thiocarbohydrazine a 0,5%, et finalement
d'acide osmique a 0,005% pendant respectivement 8, 10 et 4 min.

(Willingham et Rutherford, 1984; Hof et al., 1990).

2.4 Techniques d'analyse d'images

2.4.1 Axiophot couplé a l'analyseur

L'analyse d'images est réalisé sur un microscope Zeiss Axiophot
couplé a un ordinateur MicroVax II. Les images sont exportées du
microscope vers l'ordinateur via un scanner haute résolution Megavision
pour coupes observées en lumiere blanche et via un scanner TV haute
résolution Dage MTI SIT666 pour les coupes observées en fluorescence. Les
images sont ensuite formatées (512 bytes, 640 pixels x 480 pixels) sur un
Macintosh IIx avec le logiciel Photoshop 2.0T™™. Les images ainsi formattées

sont ensuite sauvées en format TIFF.

2.4.2 Utilisation du scanner et du programme Image 1.43

Les photomontages ont été digitalisés sur Macintosh IIx avec un
scanner ScanJet IIC (Hewlet Packard), avec une résolution de 72 points par
pouce et sauvés en format TIFF avec une échelle a 256 niveaux de gris. Les
images obtenues soit a partir des photomontages, soit a partir de I'analyseur
d'images sont ensuite analysées grace a un programme élaboré par W.

Rasband (National Institute of Health, USA).
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3 Cultures cellulaires

3.1 Les lignées cellulaires

3.1.1 Phéochromocytomes de rat PC12

Les cellules dérivent d'un phéochromocytome de rat. Elles ont la
particularité de présenter un phénotype de cellules nerveuses en réponse
au NGF. Elles synthétisent et sont capables d'accumuler les catécholamines,
la dopamine et la noradrénaline (Greene et Tischler, 1976). Les PC12 sont
des cellules qui adhérent pauvrement au plastique des flacons de culture et
poussent en paquets.

3.1.2 Neuroblastomes humains SKNSH SY 5Y
Les cellules SKNSH SY 5Y (Perez-Polo et al. 1982) dérivent d'un clone

de cellules de neuroblastome SKNSH (Biedler et al., 1973). Le sous-clone
SYS5Y se différencie sous l'action de nombreux constituants tels que le NGF
et I'acide rétinoique alors que les cellules meéres ne sont pas sensibles a
l'action du NGF. Actuellement, ces cellules tumorales sont utilisées dans de
nombreux études in vitro .

3.2 Cultures avec du sérum de veau fcetal

Les cellules sont généralement ensemencées dans un milieu
Dulbecco’s modified Eagle's medium ou RPMI 1640 supplémenté en L-
glutamine et contenant 10% de sérum de veau foetal. Des antibiotiques sont
également ajoutés tels que la streptomycine (50 pg/ml) et la pénicilline (50
U/ml).

3.3 Cultures en milieu défini

I1 est courant de vouloir étudier l'effet de certains composés tels que
des facteurs de croissance ou des facteurs de régulation neuronale, sur des
cellules en culture. La présence de sérum de veau feetal dans le milieu pose
alors un probleme. En effet, ce dernier a une composition biochimique

propre a chaque animal. Il contient des facteurs de croissance ou autres
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constituants qui peuvent modifier les effets biologiques observés. Il est donc
important d'utiliser un milieu défini. Ce dernier a la composition suivante:
mélange a4 50% de milieu nutritif Hamm's F12 et a 50% de milieu
Dulbecco's modified Eagle's medium additionné de 5 ug d'insuline par ml,
100 pg de transferrine par ml, 20 nM de progestérone, 100 uM de putrescine
et 30 nM de sélénite de sodium.

3.4 Cultures en présence de NGF

La plupart des cultures en présence de NGF ont été faites en milieu
défini. La seule différence est la présence de 8-NGF a une concentration de

50 ng/ml.

4 Techniques biochimiques

4.1 Chromatographies

4.1.1 d'échange d'anions

DEAE Sépharose CL-6B

Il s'agit d'un gel d'agarose polymérisé par le 2,3-
dibromopropanol auquel un groupement diéthylaminoéthyle a été couplé
par une liaison éther sur les unités monosaccharidiques. Le gel est insoluble
dans tous les solvants et possede une haute stabilité en présence de
tampons et de solvants organiques dans des échelles de pH allant de 3 a 10
(y compris avec des agents de dissociation, par exemple 7 M urée et des
détergents non-ioniques tels que le Triton X-100 et le CHAPS. 1l est
couramment utilisé pour la purification des protéoglycannes par
chromatographie d'échange d'anions.

Mono Q (FPLC, LKB Pharmacia)

Mono Q est un gel constitué de microbilles d'environ 10 pm
faites d'une résine hydrophilique. Ce gel est un puissant échangeur

d'anions grace a ses groupements d'amines quaternaires qui est utilisé en
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Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC). I1 est stable pour les tampons
classiquement utilisés en chromatographie classique (pH 2-12) et solutions
alcooliques (C1-C4) mais supporte mal les agents d'oxydation, l'acide
formique, 100% de diméthylsulfoxyde ou diméthylformamide. Sa limite de
résistance a la pression est de 10 MPa pour la colonne utilisée HR 5/5.
4.1.2 de tamisage moléculaire (gel filtration)

Elle a été réalisée sur le méme type de matrice que celle de la
chromatographie d'échange d'anions: un gel d'agarose polymérisé par le
2,3-dibromopropanol auquel un groupement diéthylaminoéthyle.

Sépharose CL-4B

Le gel est formé de billes de 60 a 140 um de diametre. La limite
de fractionnement s'échelonne de 60 a 20000 kDa pour les peptides et
protéines globulaires et de 30 a 5000 kDa pour les polysaccharides. Les
protéoglycannes ont une séparation intermédiaire.

Sépharose CL-6B

Le gel est formé de billes de 45 a 165 pm de diametre. La limite
de frationnement s'échelonne de 10 a 4000 kDa pour les peptides et
protéines globulaires et de 10 a 1000 kDa pour les polysaccharides.

4.1.3 d'affinité

Héparane sulfate

Les groupements carboxyliques de l'héparane sulfate ont été
couplés aux fonctions amines d'une colonne AH sépharose (LKB
Pharmacia) par le 1 - éthyl - 3 - (3 - diméthylaminopropyl) - carbodiimide
(EDAC) selon un protocole modifié de Tengblad (1979) qui couplait de
l'acide hyaluronique. Une colonne de 1 ml a été préparée avec 5 mg HS.
L'efficacité du couplage a été vérifiée par deux méthodes: comparaison des
teneurs en acide uronique des billes non couplées a I'HS contre les billes

couplées a 'HS. De plus, un colorant cationique (bleu Alcian) a confirmé la
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présence d'héparane sulfate sur la colonne. Le colorant n'a pu étre élué de
la colonne qu'avec des concentrations en MgClp supérieures a 3,5 M.

Peptide A4, couplage EDAC

Le peptide A4 (1-28) est celui qui a servi d'immunogeéne pour
faire l'immunsérum anti-A4 (1-28). 2.5 ml AH Sépharose 4B (LKB
Pharmacia, Uppsala, Sweden) sont lavés & pH 4 avec 2 N NaCl, puis avec de
l'eau distillée. 5,2 mg de peptide A4 (1-28) sont mélangés avec 40 mg EDAC
(Sigma, St Louis, MO) dans l'eau distillée pH 4. Le mélange est ensuite
incubé pendant une nuit avec le gel. Le gel est ensuite lavé par de l'eau
distillée pH 4, suivi par de I'acide acétique (I'équivalent de 10 volumes de la
colonne) afin de bloquer les groupements qui n'auraient pas réagi. La
colonne est ensuite lavée a I'eau distillée pH 4 et finalement équilibrée dans
le PBS avec 0.5% Tween 20 (PBST). La présence du peptide A4 sur la
colonne a été confirmée par la fixation d'un anticorps polyclonal de lapin
dirigé contre la méme région du peptide A4 (1-28). La spécificité de cet
anticorps a été déterminée par ELISA ainsi qu'en microscopie optique et
électronique.

Peptide R4

Le peptide R4 correspond a une séquence extracellulaire de
I'APP (acides aminés 365-386 of APP751): DENEHAHFQKAKERLEAKHRER.
Il a une séquence homologue a I'héparine binding-site de N-CAM (Cole
and Akeson, 1989). Il a été couplé a un gel sépharose CL-6B (LKB
Pharmacia).

Peptide R5

Le peptide R5 correspond égélement a une séquence

extracellulaire de I'APP (acides aminés 476-441) (Refolo et al., 1989) couplée

a une epoxy-activated Sépharose CL-6B.



-146-
4.2 Le dot-blot

L'appareil de dot-blot utilisé est le systetme de microfiltration Bio-Dot
de chez Biorad, Richmond CA, USA. La membrane (Nitrocellulose,
Immobilon-P, Zetabind, etc...) réhydratée par le tampon PBS est installée
dans l'appareil. Les échantillons de 50 a 500 pl sont déposés dans chaque
puits et s'adsorbent sur la membrane par diffusion passive sous l'effet de la
gravité. Un ringage par le tampon PBS est réalisé selon les mémes principes
afin de récupérer sur les parois des puits le restant de I'échantillon. Ensuite,
un lavage sous vide est réalisé avec un excés de tampon et finalement, la
membrane est récupérée pour étre mise en contact avec une solution de
saturation. La coloration ou l'incubation avec l'anticorps peuvent étre
ensuite réalisées.

4.3 Electrophoreése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

Les échantillons sont solubilisés dans la solution de Laemmli (1970):
SDS 5% (P/V), Tris 50 mM, EDTA 4mM, EGTA 3mM, glycérol 10%, bleu de
bromophénol en présence ou non de réducteur: dithiothreitol 0,25% (P/V).

Les électrophoreses sont réalisées sur des gels de polyacrylamide 7,5%
ou 10% en présence de SDS (0,1%).

4.4 Immunoblotting ou technique des immuno-empreintes

Apres électrophorése, les protéines sont transférées sur des
membranes Immobilon-P (0.45 pm de Millipore) pendant 45 min (courant:
0.8 mA par cm?) en milieu semi-liquide sur un LKB Multiphor II Nova
Blot selon les instructions du fabricant (tampon "anode" (Tris 0,3 M pH 10,4;
méthanol 20% (V/V)) et tampon "cathode" (acide 6-amino-n-hexanoique 40
mM pH 7,6; méthanol 20% (V/V)). La technique des immuno-empreintes
(immunoblotting) est réalisée selon une modification de la méthode de
Towbin. La saturation est réalisée par du PBS contenant 0.5 % (V/V) Tween

20 ou 5% (P/V) de lait délipidé.
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4.5 Dosages colorimétriques

4.5.1 Des protéines

La méthode utilisée est le dosage a l'acide bicinchoninique (Smith et

al., 1985). Il s'agit d'une variante de la réaction du Biuret. Les protéines
réagissent avec les ions cuivriques pour former des ions cuivreux. Ces
derniers se complexent avec l'acide bicinchoninique. L'ensemble a une
forte absorbance a 562 nm. Cette technique permet donc une quantification
des protéines en solution aqueuse. Les protéines peuvent étre solubilisées
dans des solutions avec détergents (jusqu'a 1% CHAPS) ou de force ionique
importante (jusqu'a 1 N NaCl).
La limite de détection de la méthode est de l'ordre de 50 pg/ml dans
les meilleures conditions.
4.5.2 L'acide uronique
L'acide uronique est dosé selon la méthode de Bitter et Muir, 1962.
Les échantillons a doser subissent une hydrolyse acide par l'acide
- sulfurique. Les acides uroniques libérés en présence de borate forment avec
le carbazole un chromophore de couleur rose. L'absorbance de la solution
est lue a 530 nm et comparée & une courbe d'étalonnage établie & partir
d'une solution-meére de glucuronolactone dans le PBS. La limite de
détection est de l'ordre de 10 pug/ml dans les meilleures conditions.
4.5.3 Les groupements sulfates

Par la méthode de rhodizonate/barium

Le dosage colorimétrique des ions sulfates est réalisé avec le
rhodizonate de sodium. Ce dernier, en présence d'ions BaZ+, donne une
couleur rose/orangée qui peut étre quantifiée par spectrophotométrie a 520
nm. Cette coloration diminue proportionnellement en fonction de la

quantité d'ions sulfate présents dans la solution (Terho et Hartiala, 1971).
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Une série de dilutions de 4 a 24 pg de sulfate (NaSO4 ou
H,S0O4) par ml d'eau est réalisée. Les glycosaminoglycannes sont hydrolysés
dans une solution de HClI (0,5-1 N) a 100°C pendant 1 a 2 heures. Apres
évaporation, le matériel résiduel est quantifié pour sa teneur en sulfate.
Etant donné la présence de sulfate inorganique dans les préparations de
glycosaminoglycanne, un témoin non hydrolysé est nécessaire.

Deux ml d'éthanol absolu sont mélangés a 0,5 ml d'échantillon
ou de standard. Un ml du tampon de chlorure de barium (2 M acide acétique
(5V), 0,005 M BaCly (1V) et 0,02 M NaHCO3 (4V)) et 1,5 ml de la solution de
5% (P/V) de rhodizonate de sodium dans 80% (V/V) d'éthanol contenant
0,1% (P/V) d'acide ascorbique sont ajoutés. Aprés mélange, les tubes sont
laissés a I'obscurité pour 10 min. La couleur est ensuite mesurée par
spectrophotométrie a 520 nm.

Par le bleu Alcian

Cinquante pl d'échantillon ou de standard sont déposés en dot-
blot sur membrane Zetabind. Aprés passage a travers la membrane, cette
derniere est placée dans une solution de bleu Alcian. Apres 10 min, elle est

rincée a I'eau. L'intensité de chaque spot est quantifiée par densitométrie.

5 Purification

5.1 des protéoglycannes

5.1.1 du rein de beeuf

Les glomérules sont isolés par une méthode de tamisage (Misra, 1972)
a partie de rein de bceuf. La suspension est ensuite centrifugée a 2000 g
pendant 10 min. Le culot est repris par 100 volumes d'eau distillée
contenant des inhibiteurs de protéases (0,1 M acide 6-aminohexanoique,
0,01 M EDTA, et 0,005 M benzamidine-HCl). L'ensemble est laissé sous

agitation pendant trois heures a 4°C, puis centrifugé a 17700 g pendant 10
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min. Le culot est resuspendu dans 10 volumes du premier culot avec un
tampon acétate de sodium 50 mM pH 5,8 contenant du chlorure de
guanidine 4 M, et les inhibiteurs de protéases décrits précédemment. La
solution est mise sous agitation pendant 48 heures, elle est ensuite
centrifugée a 17700 g. Le surnageant S1 est conservé et le culot est repris
comme précédemment. Cette deuxieme solution est sous agitation pendant
18 heures, elle est également centrifugée a 17700 g. Le surnageant est ajouté
a S1 et I'ensemble est dialysé contre un tampon Tris-HCI 50 mM pH 6,5
contenant de I'urée 7 M désionisé et de 'EDTA 0,05 M. Aprés filtration, le
dialysat est déposé sur échange d'anions (DEAE sépharose CL-6B (80 ml
volume total Vt)) équilibré dans le tampon Tris-urée. L'élution est réalisée
en faisant passer cinq volumes Vt de tampon Tris-urée, cinq Vt Tris-urée,
NaCl 0,3 M, cinq Vt Tris-urée, NaCl 0,6 M, cinq Vt Tris-urée, NaCl 1,2 M, et
cinq Vt Tris-urée, NaCl 2 M. La fraction NaCl 0,6 M, apres ultrafiltration
sous azote sur membrane PM 30 d'un appareil Amicon, est déposée sur gel
filtration sépharose CL-4B ou sépharose CL-6B. Trois pics d'élution sont
obtenus, seuls les deux premiers contiennent des protéoglycannes. Le
dernier ne contient pas d'acide uronique et n'est pas mis en évidence par la

méthode de dot-blot au bleu Alcian.

5.1.2 du cerveau de baeuf

Des extraits de cortex sont homogénéisés dans 10 volumes d'eau
distillée contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases (acide 6-amino
hexanoique, 0.01 M EDTA, 0.001 M benzamidine, 0.01 M N-éthyl maléimide
et 0.001 M PMSF). L'homogénat est mélangé une nuit a 4°C. Il est ensuite
incubé pendant 2 heures a température ambiante avec une solution de 40
unités Kunitz de DNase I type IV de pancréas de bceuf (Sigma, MO) en

présence de 20 mM MgCl;. Le mélange est ensuite centrifugé a 1000g
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pendant 20 min. Le culot (C1) est délipidé par 20 volumes de chloroforme-
méthanol (2:1, V/V) (Singh et Bachhawat, 1968). Apres filtration sur
Whatman 3, le résidu protéique délipidé est repris dans un minimum
d'eau distillée contenant les inhibiteurs de protéases, et dialysé contre un
tampon acétate de sodium 50 mM pH 6,4 de concentration croissante en
urée (urée 0, 2, 4 et 7M). Pour extraire les protéoglycannes, le résidu dialysé
est repris dans dix volumes C1 d'un tampon acétate de sodium 50 mM pH
6,4, urée 7 M et 0,5% (concentration finale P/V) de CHAPS. Apres
centrifugation a 35000 tours/min pendant 45 min., le surnageant est déposé
sur DEAE-Sépharose CL-6B (Pharmacia, Piscataway, NJ). Aprés un gradient
d'élution de chlorure de sodium, les fractions bleu Alcian positives sont

déposées en chromatographie de gel filtration Sépharose CL-6B.

5.1.3 de neuroblastomes humains

Les cellules SKNSH-SY 5Y (2,3.107 cellules) sont cultivées dans un
milieu défini qui consiste d'un mélange 1:1 de nutriment Hamm's F12 et
de Dulbecco's modified Eagle's medium (Gibco) avec 5 ug/ml d'insuline,
100 pg/ml de transferrine, 20 nM de progestérone, 100 pM de putrescine et
30 nM de sélénite de sodium (Sigma, St Louis, MO). Elles sont mises en
présence pendant 36 heures, soit 50 pCi/ml de sodium 335504 qui permet un
marquage des glycosaminoglycannes, soit de sodium 35504 et de [3H]-
Glycine tous deux a une concentration de 50 pCi/ml qui permettent a la fois
le marquage des glycosaminoglycanne et de l'axe protéique.

Apres 36 heures, le milieu de culture est dialysé contre un tampon
urée (Urée 7 M, acétate de Na 50 mM pH 6.4, NaCl 150 mM, N-éthyl-
maléimide 5 mM, PMSF 1 mM, NasSO4 5 mM et 0.05% CHAPS). La derniére
dialyse se fait sans Na»SO4. Le milieu équilibré est ensuite déposé sur

chromatographie d'échange d'anions DEAE Sépharose CL-6B. Apres lavage
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de la colonne par le tampon urée, un gradient linéaire de chlorure de
sodium est réalisé de 0,15 N a 2 N NaCl. Les fractions 35504—positives
contenant les protéoglycannes sont regroupées, concentrées et déposées sur
chromatographie de tamisage moléculaire Sépharose CL-6B (55 x 0.95 cm)
équilibrée dans le méme tampon urée a pH 5,8. Pour le matériel non
radiomarqué, les quantités de milieu de culture étaient beaucoup plus
importantes (environ 2 litres). Dans ce cas, les protéoglycannes étaient
détectées par coloration au bleu Alcian ou par marquage avec l'anticorps

7E12.

5.2 Purification du précurseur amyloide

Le précurseur amyloide a été purifié a partir d'un milieu de culture
défini de PC12 en présence de NGF (Anderson et al., 1991). Les
concentrations en APP atteignent un maximum apres trois jours de culture
et restent stables pendant environ une semaine. Le milieu est dialysé et
déposé sur une colonne de dextran sulfate-sépharose. Un gradient linéaire
de NaCl est appliqué, les fractions APP-positives en dot-blot sont groupées,
dialysées et déposées sur une colonne d'échange d'anions (Mono Q) en
FPLC (LKB Pharmacia). Un gradient linéaire de NaCl est réalisé, une
fraction enrichie en APP est alors obtenue. Elle sera utilisée dans les études

d'affinité avec les GAG/PG.
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6 Caractérisation des protéoglycannes

6.1 Par sensibilité au glycosaminoglycanases

6.1.1 Héparitinase

Les digestions par 1'héparitinase III (Sigma, St Louis, MO) ont été
réalisées dans un tampon 100 mM Tris-HCl pH 7.2, 5 mM Ca acétate et 1
mM PMSF a 37°C pendant 7 heures.

6.1.2 Chondroitinase ABC

Les digestions par la chondroitinase ABC ont été réalisées dans un

tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, 10 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 mM N-

éthyl-maléimide et 0.3 mM pepstatine & 27°C pendant 50 min.

6.2 Préparation de l'axe protéique

6.2.1 par digestion enzymatique

La digestion protéique des protéoglycannes par la papaine a été

réalisée dans un tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 6,8, cystéine 0,01
M, et EDTA 0,01 M a 64°C pendant 18 heures avec un taux de
protéoglycanne-papaine de 100 pour 1.
6.2.2 par digestion chimique (TEFMS)
Les protéoglycannes sont déglycosylés par l'acide
trifluorométhanesulfonique dans l'anisole (2:1, V/V) pour un rapport 1 mg

dans 200 pl.
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ANNEXES



5'Premiére

Annexe I

Deuxiéme position

3'Troisieme

position U C A G position
U Phe (F) Ser (S) Tyr (Y)  Cys (C) U
Phe (F) Ser (S) Tyr (Y)  Cys (C) C
Leu (L) Ser (S)  Arrét (och)  Arrét A
Leu (L) Ser (S)  Arrét (amb) Trp (W) G
C Leu (L) Pro (P)  His (H)  Arg (R) U
Leu (L) Pro (P)  His (H)  Arg (R} C
Leu (L) Pro (P) Gln (Q)  Arg (R) A
Leu (L) Pro (P) GIn (Q)  Arg (R) G
Te (I) Thr (T)  Asn (N)  Ser (S) U
A
Tle (1) Thr (T)  Asn (N)  Ser (S) C
e (I) Thr (T) Lys (K)  Arg (R) A
Met (M) Thr (T) Lys (K)  Arg (R) G
G Val (V) Ala (A) Asp (D)  Gly (G) U
Val (V) Ala (A)  Asp (D)  Gly (G) C
Val (V) Ala (A) Glu (E)  Gly (G) A
Val (V)
Met vy Ala (A) Glu (E)  Gly (G) G

Les bases données sont celles des ribonucléotides. U remplace donc T dans le
tableau. Les acides aminés sont a la fois présentés avec un code: trois lettres et une
lettre, entre parentheéses.
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ANNEXE III

w
3
échelle de Blessed A (score de 0 2 28) : ; w échelle de Blessed B (score de 37 4 0) :
slw (]
NB : Entourer le chiffre correspandant 2 la réponse obtenue w g §._ NB : Entourer le chiflre pondant 2 la rép
el g5,
A. INTERROGATOIRE DE L'ENTOURAGE %‘5 gzé ‘5}”“;’ B. INTERROGATOIRE DU MALADE
3 TEE
L. Madifications dans la_réalisation des activités quotidi '%? FE z%3 1. Orientation FAUX{VRAI
225{ w33| 52k Nom 2 1
1. Incapable daccomplir les tiches quotidiennes 11 050 Age 0 1
2. Incapable de manipuler de petites sommes d'argent 1] 0510 Temps {heure) 0 1
3. Incapable de se rappeler une pelite liste de mots, par exemple en faisant Moment de la journée 0 1
les courses 0510 Jour de la semaine 0 1
4. Incapable de se repérer dans son appartement 11 0510 Date 0 1
5. Incapable de trouver son chemin dans des rues familidres 11 05]0 Mois 0 1
6. Incapable d'identifier Fenvironnement {comme par exemple.savoir Saison 0 1
s'il est 3 I'hopital ou 3 fa maison) 1] 0510 Année : . 0 1
7. Incapable de se rappeler les faits récents {par exemple les sorties récenles, Adresse personnelle : rue 0 1
les visites de parents ou d’amis, le menu de la veille) 11 0570 ville 0 1
8. Tendance & vivre dans Je passé 11 0510 code postal 0 1
TOTAL [ Identification du lieu {« O est-on ici ? »...} 0 1
Identification des personnes {femme de ménage, médecin, inhrmiérc.
I, Modifications des habitudes patient, parent ; identilication de 2 d'entre eux) 0 1
9. Alimentation : TOTAL | [
Mange proprement avec les couverts appropriés 0 "
Mange salement en n‘utifisant que sa cuilldre 1 Il. Mémoire FAUX| = [VRAI
Mange avec ses mains 2 1. Mémoire des faits personnels :
Doit étre nourri 3 Date de naissance 0 !
10. Habillaye : Licu de naissance 0 !
S'habille sans aide 0 Ecole fréquentée 0 1
Parfois mal ajusté, mal boutonné 1 Profession (3 défaut celle du conjoint) 0 1
Erreurs et oublis fréquents dans la séquence d' habillage 2 Nom des parents ou du conjoint 0 1
Incapable de s'habiller seul 3 Nom d'une ville ol le patient a travaillé ou vécu 0 1
Il. Contrdle sphinctérien : Nom des empiloyeurs (3 défaut celui du conjoint) 0 1
Normal 0 .
i i 2. Mémoire des faits non personnels :
8’3“2 ?“,’Ms au it Ji 1 Date de début de la Premi¢re Guerre mondiale y 1/2 point si la date 0 (0.5 1
rine lrequemment au lit 2 Date de début de la Deuxitme Guerre mondiale] estexacte d 3ansprds O [0.5] 1
Double incontinence 3 : i [} 1
Nom du Président de la République
TOTAL Il [:} Nom du Premier ministre 0 1
0 1
NI, Modifications de la personnalité et du comportement out|NON 3 'E’prc‘uve g;lr‘;zsémc:,l:: i::lu; ;::’remc Monsieur 'g;;?ﬂ o 1
12. Augmentation de la rigidité mentale 1 0 penode d'apprentissage de 2 minutes 42 0 1
13. Augmentation de I'égocentrisme 1 [ puis 2 essais de répétition. Passer rue de 'Ouest 0 1
14, Perte d'intérét pour les sentiments d'autrui 1 [ au Ch '} pour procéder apres 3 VESOUL 0 1
t5. Baisse de laffectivité 1 0 la ion du texte mé
16. Peste du contréle émotionnel. comme par exemple suscepiibilité TOTAL It :
et irritabilité excessives 1 0
17. ”'l“"'é d"”"“"e } 8 ill. Attention, concentration FAUX = |VRAU
18 1 e diminud Soshon. tonctnraton
19. lncondulte sexuclle d" appamlon récente 1 0 Compter de 1 & 20 8 11 %
20. des 1 0 Compter de 203 1 olil2
21. Perte des initiatives ou apathie croissante 1 0 Mots de I'année & T'envers
22. Hyperactivité non juslifiée 1 4] TOTAL It l____]
’ rotam [ ] TOTAL I+ vlil [
TOTAL 1401+ ll|- Plus fe score est bas, plus le déficit est prononcé.

"lus le score est Clevé, plus Te déficit est pronuncé.

—1

° G. Blessed, B.E. Tomlinson, M. Roth.

The association between quaniitative measures of dementia and of senile change in the cerebial grey matter of

eiderly subjects.

Brit. J. Psychiat., 1968, vol, 114, 797-811.



ANNEXE 1V

MINI MENTAL TEST

INSTRUCTIONS POUR LE PASSAGE DU TEST

TEST {score de 303 0) :

ORIENTATION

ORIENTATION

13 5: demander la date,
ensuite demander spécialement ce qui a 616 omis,
par exemple : « Pouvez-vous aussi me dire en quelle saison nous sommes ?
{1 point par bonne réponse}
6310:d der de la fagon : « P me dire le nom de cet hopital ? »
{la ville, fe pays...) (1 point par bonne réponse)

ENREGISTREMENT DES DONNEES

1. Quel jour de la semaine sommes-nous ?
Quelle est la date avjourd'hui ?

En quel mois sommes-nous ?

En quelle saison sommes-nous ?

En quelle année sommes-nous ?

Ou sommes-nous il ? (Que! hopital, quelle malson de retraite ?)
A quel étage sommes-nous ?

Dans quelle ville sommes-nous ? "

Dans quel dé
10.  Dans que! pays sommes-nous ?

weNe|nawe

ENREGISTREMENT DE DONNEES

11 3 13 :Demander au patient s'il acceple de tester sa mémoire. Nommer alors 3 objets
différents clairement et lentement (6 sec. /oh;el) Aprés avoir cité les 3 noms,
demandez-lui de répéler. Cette i@ son score. Conli E
lut citer les 3 objets jusqu'a ce qu'il puisse tous les répéter, elfectuer 6 essais. S'il ne
peul réellement pas apprendre Jes 3 noms, le test « mémoire rappel » ne peut ére

fait.
ATTENTION ET CALCUL MENTAL
14 4 18 :D der au patient de ire le nombre de 7 de 100, el de soustraire 3

nouveau 7 du résultat obtenu et ainsi de suite 5 fois (soit 93, BG, 79, 72 et 65).
Chillrer le nombre total de bonnes réponses. Si le patient ne veut pas ou ne peut
pas réaliser cetle tiche, lui demander d'épeler le mot « rouge » 3 l'envers. Le score
est déterminé par le nombre de letires présentes & la bonne place

{ex. EGUOR = 5 points, EGOUR = 3 points}.

11.  Répétez les mots suivants : « citron, clé, ballon »
12.  {I'examinateur doit prononcer ces mots au rythme de un par seconde).. .
13. Chaque réponse correcte = 1. En cas de difficultés, recommencez jusqu'd 5 fois.

ATTENTION ET CALCUL MENTAL

4.

15.  Soustraire 7 de 100 et ainst de suite.
16. ({Chaque soustraction juste = ])

17 Maxi S rép

18

MEMOIRE_— RAPPEL
Redemander au sujet de vous citer les 3 objets (citron, clé, ballon) déja appris
(1 point par réponse correcte).

MEMOIRE

19,
20. Vous souvenez-vous des trols mols que vous avez répétés tout A lheure ?

21,

LANGAGE LANGAGE
22-23-24 : Montrer au palient une montre et lui demander ce que Cest, recommencer avec 22, Qu'est-ce que c’est que cela ? {Montrer un crayon)
un crayon. 2. Qu'est-ce que c'est que cela ? (Montrer la montre)

Demander au patient de répéter la phrase « pas de si ni de mais » aprés vous.
Ne permettre qu'un seul essai.

25-26-27 : Donner au patient une feuille de papier blanc, et lui donner Fordre.
Compter 1 point pour chaque partie exécutée correctement,

28: Sur une feuille de papler écrire la phrase « Fermez vos yeux » en lettres assez
grandes pour que le patient lise facilement. Demandez-lui de lire et de faire ce qui est
éerit. Compter 1 polint il ferme effectivement ses yeux.

29: Donner au patient une feuille de papier blanc et demandez-lui d'écrire une phrase.
Ne pas dicter de phrase, elle doit étre écrite sp: Elle doit posséder un
sujet et un verbe et étre sensée. L'orthographe et la poncluation ne sont pas
obligatoires — 1 point —

24: Répétez : « Pas de st ni de mais » (chaque réponse correcte : 1)

25,  Falre exécuter au sujet les 3 ordres successifs suivants :

26.  « Prenez cette feuille de papler, pliez-la par le milieu, et posez-la par terre »
27.  (maximum 3 points).

28,  Lisez et faites ce qu'il y a sur cetle feuille de papler {«fermez vos yeuxs).

29. Ecrivez une phrase de volre cholx sur cette leullle.

ACTIVITE MOTRICE

ACTIVITE MOTRICE

30: Sur une leuille de papier vierge dessiner 2 pentagones d'au moins 2 cm de c6té qui
se superposent. Demander au patienl de recopier ce dessin exactement.
Les 10 angles dolvent 2ire présents et 2 angles doivent se croiser pour compter
1 point, Ne pas tenir compte d'un tremblement ou d’une rotation du dessin.

Plus le score est bas, plus le déficit est prononcé.

* MINI MENTAL TEST « Folstein et coll. [1975), traduit par L. Isratl,
* M.F. Folstein, 5.E. Folstein, P.R. Mc Hugh : » Mini-Mental Test o. A practical method for grading ihe cognitive
state of patients for the clinkisn, J. Psychist. Res., 1975, vol. 12, 159-198,

30. Coplez ce dessin sur cette feuille. PP




Annexe V

Criteres du NINCDS-ADRDA

Selon MCKHANN et Coll. (1984)

L The criteria for the clinical diagnosis of PROBABLE Alzheimer's

disease include:

dementia established by clinical examination and documented
by the Mini-Mental Test,! Blessed Dementia Scale,” or some
similar examination, and confirmed by neuropsychological
tests;

deficits in two or more areas of cognition;

progressive worsening of memory and other cognitive func-
tions;

no disturbance of consciousness;
onset between ages 40 and 90, most often after age 65; and

absence of systemic disorders or other brain diseases that in
and of themselves could account for the progressive deficits in
memory and cognition.

other neurologic abnormalities in some patients, especially
with more advanced disease and including motor signs such as
increased muscle tone. myoclonus, or gait disorder:

seizures in advanced disease; and

CT normal for age.

IV. Features that make the diagnosis of PROBABLE Alzheimer's

disease uncertain or unlikely include:
sudden, apoplectic onset;

focal neurologic findings such as hemiparesis, sensory loss,
visual field deficits, and incoordination early in the course of
the iliness; and

seizures or gait disturbances at the onset or very early in the
course of the illness.

I1. The diagnosis of PROBABLE Alzheimer's disease is supported V. Clinical diagnosis of POSSIBLE Alzheimer's disease:

by:

progressive deterioration of specific cognitive functions such as
language (aphasia), motor skills (apraxia), and perception (ag-
nosia);

impaired activities of daily living and altered patterns of be-
havior;

family history of similar disorders, particularly if confirmed
neuropathologically; and

laboratory results of:

normal lumbar puncture as evaluated by standard tech-
niques, ’

normal pattern or nonspecific changes in EEG, such as
increased slow-wave activity, and

evidence of cerebral atrophy on CT with progression docu-
mented by serial observation.

II1. Other clinical features consistent with the diagnosis of PROBA-

BLE Alzheimer's disease, after exclusion of causes of dementia
other than Alzheimer's disease, include:

plateaus in the course of progression of the illness;

associated symptoms of depression, insomnia, incontinence,
delusions, illusions, hallucinations, catastrophic verbal, emo-
tional, or physical outbursts, sexual disorders, and weight loss;

may be made on the basis of the dementia syndrome, in the
absence of other neurologic, psychiatric. or systemic disorders
sufficient to cause dementia, and in the presence of variations
in the onset, in the presentation, or in the clinical course;

may be made in the presence of a second systemic or brain
disorder sufficient to produce dementia, which is not consid-
ered to be the cause of the dementia; and

should be used in research studies when a single, gradually
progressive severe cognitive deficit is identified in the absence

of other identifiable cause.
v

VI. Criteria for diagnosis of DEFINITE Alzheimer's disease are:

the clinical criteria for probable Alzheimer’s disease and

histopathologic evidence obtained from a biopsy or autopsy.

VII Classification of Alzheimer's disease for research purposes

should specify features that may differentiate subtypes of the
disorder, such as:

familial occurrence;
onset before age of 65;

presence of trisomy-21; and

coexistence of other relevant conditions such as Parkinson's
disease.




