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GENERALITES

En 1906, Alois ALZHEIMER décrit pour la premiere fois, des altérations
anatomiques dans le cerveau d'une patiente démente, dgée de 56 ans. A partir de 1911, le
terme "Maladie d'Alzheimer” fut utilisé pour définir cette démence présénile (apparue
avant 65 ans) confirmée a 1'autopsie par la présence de 1ésions histologiques spécifiques.
Les troubles psychiatriques de la sénilité étaient quant a eux regroupés dans le cadre de la
démence sénile ou de la syphilis. Des études anatomopathologiques démontrérent par la
suite, que les Iésions retrouvées dans le cerveau de patients atteints de démence sénile
étaient les mémes que dans la maladie d'Alzheimer. Vers les années 60, l'idée d'une
unicité de la maladie a alors émergé, et de nos jours le terme de maladie d'Alzheimer est
couramment employé pour désigner autant les formes préséniles (avant 65 ans) que
séniles (apres 65 ans).

La maladie d'Alzheimer, cause de démence la plus fréquente chez la personne dgée,
touche 5% de la population au-dela de 65 ans et 15 2 20% apres 80 ans. L'augmentation
de l'espérance de vie et la baisse de la natalité font de cette maladie un véritable probléme
social et économique, et la plus grande cause de morbidité, d'invalidité et de mortalité,
pour les années a venir.

Depuis une dizaine d'années, la recherche fondamentale a progressé de fagon
fulgurante, notamment dans la compréhension des mécanismes étiopathogéniques.
L'accumulation extracellulaire d'un peptide, sous la forme de dépGts amyloides et
l'agrégation de protéines modifiées du cytosquelette au sein des neurones en
dégénérescence, sont les deux anomalies responsables de la démence de type Alzheimer.

Bien que l'origine de la maladie soit encore inconnue, de nombreux facteurs favorisants
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ont été mis en cause (1'dge, une prédisposition génétique dans les formes familiales,
l'allele €4 de l'apolipoprotéine E). L'hétérogénéité de la maladie suggeére que d'autres
facteurs favorisants soient impliqués.

Dans ce travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés a la
dégénérescence des neurones et les constituants biochimiques qui la composent, ainsi que
la caractérisation de sondes immunologiques spéciﬁq{les. Celles-ci représentent des outils
indispensables pour I'étude de la dégénérescence de type Alzheimer, mais aussi d'autres
pathologies ou ce processus dégénératif est également rencontré.

Bien que travaillant sur un aspect fondamental de la maladie, il nous a semblé
important de décrire dans un premier temps, les aspects cliniques de la maladie. Toutes
les données bibliographiques sur la clinique proviennent de plusieurs ouvrages de revue
générale sur la maladie d'Alzheimer (Fondation IPSEN, 1992; Signoret et Hauw, 1991;
Guard et Michel, 1989). Aussi, les références originelles ne sont pas toujours citées. Dans
un deuxiéme temps, nous décrirons les aspects neuropathologiques, puis biochimiques et

génétiques caractéristiques de la maladie d'Alzheimer, et enfin nos résultats personnels.
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I- DESCRIPTION CLINIQUE DE LA MALADIE D'A LZHEIMER:

La maladie d'Alzheimer (MA) est une démence. Les démences, en général, se
définissent comme une altération progressive de la mémoire et de l'idéation, suffisamment
marquée pour handicaper les activités de la vie de tous les jours. La démence doit étre
apparue depuis au moins 6 mois et se caractériser par le trouble d'au moins une des
fonctions suivantes: langage, calcul, jugement, altération de la pensée abstraite, praxies,
gnosies ou modification de la personnalité (Organisation Mondiale de la Santé, 1992).

La définition de la MA est anatomo-clinique, le diagnostic clinique reste donc
difficile.

La sémiologie de la MA comporte des troubles cognitifs, des troubles du

comportement et des signes neurologiques.

I- 1- Les signes cliniques:
I- 1- 1- Troubles cognitifs:
I- 1- 1- 1- La mémoire:

Les troubles de la mémoire sont trés fréquemment les premiers signes rencontrés.
Leur apparition est insidieuse et souvent mise sur le compte de I'dge. Les troubles de
mémoire les plus rencontrés touchent essentiellement la vie quotidienne: le patient répéte
plusieurs fois les mémes questions, oublie des séquences entieres du passé proche (coups
de téléphone, rendez-vous...). Trés rapidement, il oublie la date, le jour de la semaine, et
parfois son chemin sur un itinéraire qui lui était pourtant familier. On comprend donc
aisément que ces troubles retentissent rapidement sur les activités quotidiennes et

constituent une source importante de réduction de l'autonomie.
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La mémoire a court terme: Elle est caractérisée par une faible capacité a restituer

une quantité d'information (d'environ 7 * 2 items) dans un temps court (quelques
secondes a quelques minutes). Elle est évaluée en clinique par 'empan chiffré (restitution
immédiate d'une série de chiffres dans l'ordre ou ils ont été donnés) et par le paradigme de
Brown-Peterson (restitution d'une liste de 3 mots apres une bréve tiche interférente (par
exemple, compter a rebours de 7 en 7 a partir de IOO)A). La restitution des 3 mots apres la
tiche interférente est trés précocement perturbée dans la MA, alors que l'empan chiftré
I'est plus tardivement. Ce déficit de mémoire & court terme semble di & une diminution
globale des capacités de traitement de l'information, du fait de 1'étendue des lésions

corticales.

La mémoire a long terme: Elle est caractérisée par une capacité illimitée dans la
durée et la quantité d'informations stockées. Ce systéme comprend la mémoire implicite
(acquisition en dehors de la conscience du sujet: apprentissage de l'écriture, de gestes
précis) et la mémoire explicite (mémoire épisodique: personnelle, correspondant 2 des
faits individuels, biographiques; et la mémoire sémantique: didactique, acquisitions
culturelles, connaissance du monde). L'ensemble semble &tre atteint pendant la MA,

surtout la mémoire explicite.

I- 1- 1- 2- Troubles du langage :

Ils sont considérés comme les troubles les plus fréquents aprés les troubles
mnésiques. Ils sont retrouvés dans 40 a 100% des cas. Le langage écrit est souvent plus
précocement altéré que le langage oral. Le manque du mot est souvent associé a une

réduction des fluences verbales.
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[- 1- 1- 3- Troubles praxiques:

Les perturbations des réalisations gestuelles sont trés fréquentes dans la MA
(difficulté, voire impossibilité a se servir d'objets usuels, ou plus fréquemment a
s'habiller, mais aussi incapacité de reproduire sur imitation, des gestes, des figures ou des

dessins). Ces troubles réduisent de fagon considérable, I'autonomie du sujet.
I- 1- 1- 4- Troubles gnosiques:

Ils ont été beaucoup moins étudiés. Les troubles les plus fréquents sont les troubles
visuels. Une agnosie visuelle serait présente dans 30% des cas. Elle se traduit par une
difficulté a distinguer les objets ou a lire. Cette difficulté est souvent rapportée a une
diminution de l'acuité visuelle. Avec I'évolution de la maladie, une difficulté a reconnaitre

des visages, méme familiers peut étre rencontrée (prosopagnosie).

I- 1- 2- Troubles du comportement:

I- 1- 2- 1- Dépression:

Elle a longtemps été considérée comme une réponse psychologique du malade a la
diminution de ses capacités intellectuelles, mais elle pourrait &tre une complication
spécifique en rapport avec les 1ésions de 1a MA. Cependant, au niveau de la clinique, il est
tres difficile de distinguer les troubles cognitifs et la dépression observée chez certains

patients.
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[- 1- 2- 2- Comportements psychopathologiques:

On peut distinguer les comportements passifs (perte de l'initiative, retrait,
émoussement affectif, anxiété...), les comportements d'agitation (irritabilité, activité sans
but, comportement sexuel inapproprié) ou égocentriques (diminution du contrdle
émotionnel, désaffection vis-a-vis des siens...). Beaucéup de ces manifestations paraissent
en rapport direct avec les déficits cognitifs, d'autres peuvent correspondre a des états
psychopathologiques (crise d'anxiété, confusion). Toutefois, ces troubles ne sont pas

considérés par la majorité des auteurs, comme étant spécifiques de la MA.

I- 1- 3- Troubles neurologiques:

Dans l'ensemble, la MA ne s'accompagne pas de signes neurologiques importants,
contrairement aux démences d'origine vasculaire. Toutefois, quelques troubles peuvent
étre observés. Ainsi, une augmentation du tonus musculaire, des troubles de la marche, et
parfois des myoclonies sont décrits au cours de la MA. 11 faut noter que l'intensité des

troubles neurologiques semble toujours étre corrélée a la sévérité de le démence.

I- 2- Diagnostic :

Devant un syndrome démentiel et avant de conclure a une démence
neurodégénérative dans laquelle pourrait s'inscrire la MA, le praticien doit exclure un
certain nombre d'autres étiologies. Le diagnostic est étayé par une série d'évaluation

neuropsychologique.
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I- 2- 1- Les éléments du diagnostic:

Des tests psychométriques sont utilisés, en particulier 1'échelle de Blessed (Blessed
etal., 1968), le Mini Mental Test (Folstein et al., 1975: Annexe I), I'échelle de Reisberg
(Reisberg er al., 1982) et 'échelle d'intelligence de Wechsler pour adultes (WAIS-R)
(Wechsler, 1989). Ils peuvent étre employés seuls ou regroupés. Leur principe est
quantitatif: tout résultat inférieur de deux déviations standard aux résultats obtenus chez
les patients de méme 4dge et de méme niveau culturel est considéré comme suspect de
révéler une altération du fonctionnement cérébral.

Des examens paracliniques sont également pratiqués, et ont pour but d'éliminer les
affections non dégénératives. Des examens complémentaires peuvent donc €tre effectués,
tels que le Scanner-X (élimine surtout les tumeurs cérébrales), I'image par résonance
magnétique nucléaire, 1'électroencéphalogramme (montre parfois des tracés
caractéristiques de certaines pathologies), la tomographie par émission monophotonique
ou de positrons (évaluation du taux d'utilisation de glucose, de consommation d'oxygene
et du débit sanguin) et des examens biologiques (sang et liquide céphalo-rachidien; leur

étude permet d'exclure certaines maladies inflammatoires ou une neurosyphilis).

I- 2- 2- Les criteres de diagnostic:

Le diagnostic repose sur des critéres cliniques et paracliniques positifs et sur
I'exclusion d'autres pathologies. 1l est classé en trois catégories: MA probable, possible et
confirmée (Annexe II). Le diagnostic de certitude repose sur la somme de criteres de MA
probable (Mc Khann er al., 1984) et de criteres histologiques (présence des plaques

séniles et de la dégénérescence neurofibrillaire) (Mc Khann er al., 1984; Khachaturian,
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1985). De ce fait, ce diagnostic de certitude ne se fait qu'apres la mort de I'individu (2

I'autopsie) ou au cours d'une biopsie cérébrale.

I- 2- 3- Les biopsies cérébrales:

Elles sont trés rarement réalisées. La biopsie est tout d'abord un examen agressif
(nécessite une intervention chirurgicale assez délicate), de bonne spécificité mais dont la
sensibilité est faible (25 & 50% des biopsies ne permettent pas d'établir un diagnostic).
L'absence de thérapeutique active sur I'évolution de la MA ne justifie pas de tels risques
pour le patient. Leurs indications restent treés limitées, et généralement, les biopsies sont
effectuées lorsque le clinicien se trouve devant un cas de démence atypique chez un

patient jeune, ou dans le cas de présomption de tumeurs.

I- 2- 4- Nouveau test de dépistage:

Récemment, une équipe américaine a mis au point un test, basé sur la dilatation de
la pupille en présence d'un antagoniste des récepteurs cholinergiques, le tropicamide
(Scinto et al., 1994). En effet, cette substance utilisée en ophtalmologie a la propriété de
dilater la pupille pendant un certain temps, permettant un examen de fond d'ceeil. Scinto ez
al. ont montré qu'en utilisant du tropicamide peu concentré, 95% des patients atteints de
MA probable (n=19) présentaient une augmentation du diamétre de la pupille, alors que
chez 30 des 32 témoins, 'augmentation du diamétre était minimale (spécificité de 94%).
Dans la MA, il existe un déficit cholinergique (détaillé au chapitre "altération des
neurotransmetteurs") qui expliquerait l'incapacité pour les cas Alzheimer a revenir a un

état normal d'ouverture de la pupille, dans un temps donné. Ces résultats préliminaires
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suggerent que ce test, objectivant une hypersensibilité des patients atteints de MA au
collyre anticholinergique, permettrait l'identification de patients atteints a un stade
précoce, & un moment ol ils pourraient encore bénéficier d'une thérapeutique visant a
ralentir I'évolution de la maladie. Ce test est par ailleurs simple, non agressif, sans effet
secondaire et sensible. Cependant, d'autres données et notamment un élargissement de la
population sont nécessaires pour valider ce test et définir la spécificité des résultats qui ne

sont pas toujours confirmés (Science, 267 (1995) 1577-1581).
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II- DESCRIPTION NEUROPATHOLOGIQUE DE LA MALADIE
D'ALZHEIMER:

II- 1- L'atrophie cérébrale

II- 1- 1- Aspect macroscopique:

L'atrophie corticale est diffuse dans la MA, et se traduit par un rétrécissement des
circonvolutions et un élargissement des sillons. Elle provoque une diminution du poids du
cerveau, significative a 'échelle d'une population, et non pour un individu donné. Le
poids moyen d'un cerveau ayant augmenté au cours de ce siecle, il est impossible de
comparer sans biais le poids du cerveau de personnes nées a quelques décennies
d'intervalle (Miller et Corsellis, 1977). La diminution du poids du cerveau n'a donc pas de

valeur diagnostique. Cette atrophie corticale s'associe a une dilatation des ventricules

latéraux.

II- 1- 2- Aspect microscopique:

Bien que dans le vieillissement un "rabougrissement” des neurones soit observé,
une véritable perte des grands neurones de l'ordre de 22 a 26%, a été décrite dans la MA
(Terry et al., 1981; Mountjoy et al., 1983). Selon Duyckaerts ez al. (1985), cette atrophie
est consécutive a une perte de neurones en colonne réduisant ainsi la longueur du ruban
cortical. Par contre, une autre étude a montré que la perte neuronale était plutdt laminaire,
et affectait les neurones pyramidaux possédant de longues projections cortico-corticales

dans le néocortex (Lewis et al., 1987). En plus de la perte neuronale, une perte des
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synapses et une dilatation des boutons présynaptiques ont €t€ montrées grace a des études
immunohistochimiques et immunocytochimiques utilisant des sondes contre la
synaptophysine (marqueur des terminaisons présynaptiques; Masliah et al., 1991). Cette
perte synaptique créerait alors des disconnections entre les différentes aires néocorticales

impliquées dans les processus cognitifs (Terry et al., 1991).

II- 2- Les lésions histologiques:

La MA est essentiellement caractérisée sur le plan histologique par deux types de

1ésions, les plaques séniles et 1a dégénérescence neurofibrillaire.

IT- 2- 1- Les plaques séniles:
II- 2-1-1- Description:

Les plaques séniles sont des dépdts de substance amyloide, de forme arrondie et
compacte, situées dans le domaine extracellulaire (Figure 1). Cette substance amyloide
peut également s'accumuler au sein des vaisseaux, on parle alors d'angiopathie amyloide.
La diffraction aux rayons X a permis de montrer que ces dépdts amyloides possédaient
une structure en feuillets B-plissés (Glenner, 1980). Cette dernicre leur confére certaines
caractéristiques, notamment leur mise en évidence par certains colorants comme le rouge
congo et la thioflavine S.

L'analyse ultrastructurale des dép6ts amyloides a révélé qu'ils étaient constitués de

filaments de 6 & 9 nm, irradiant depuis le centre de la lésion vers la périphérie (Merz et

al., 1983).
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II- 2-1-2- Composition:

En 1984, Glenner et Wong ont isolé biochimiquement le constituant principal de
ces dépdts amyloides, il s'agit d'un peptide de 39 & 43 acides aminés appelé peptide A4 ou
peptide AB (Glenner et Wong, 1984). En utilisant un immunsérum dirigé contre le peptide
AB, 1l est alors possible de marquer les plaques sénileé et 'angiopathie amyloide.

Grace 2 des études immunohistochimiques, d'autres constituants ont été détectés au
sein des plaques séniles comme l'aj-antichymotrypsine, les apolipoprotéines B et E, des
protéines du complément, la fibronectine, des immunoglobulines, des laminines, des
protéoglycannes, des thrombospondines... (Abraham et al., 1988; Rogers et al., 1988;
Namba et al., 1991, 1992; Perlmutter et al., 1991; Buée et al., 1992). Parmi ces
constituants mineurs, certains sont appelés co-facteurs de I'amyloidogénése, car ils
participeraient & la formation des dépdts amyloides. 11 s'agit de 1'aj-antichymotrypsine,
I'apolipoprotéine E et les protéoglycannes (Abraham er al., 1988; Namba et al., 1991,

Buée eral., 1993a,b).
II- 2-1-3- Distribution topographique:

Distribution régionale: les dépdts amyloides affectent particulierement les régions
néocorticales. Ainsi, les régions temporales et occipitales sont les plus touchées, suivies
des aires pariétales et frontales. Par contre, le cortex entorhinal, I'hippocampe et le noyau
basal de Meynert sont moins atteints (Arnold eral., 1991; Price et al., 1991).

Distribution laminaire: Les premieres études utilisant les colorations a l'argent ou a
la thioflavine ont montré que les dépdts amyloides étaient préférentiellement localisés au
niveau des couches III et V du néocortex (Rogers et Morrison, 1985; Lewis et al., 1987).
Des techniques immunohistochimiques utilisant des anticorps spécifiques du peptide AS,

ont révélé que les dépbts amyloides possédaient une distribution laminaire beaucoup
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moins restreinte, et étaient retrouvés dans toutes les couches du cortex (Braak et Braak,

1991; Delaére et al., 1991).

II- 2- 1- 4- Evolution au cours du temps:

Comme le diagnostic final de MA se fait aprés autopsie, il semble difficile de se
faire une idée précise de 1'évolution des dépdts amyloides sur un cerveau donné. Des
études comme celle de Braak et Braak, font une synthése des données neuropathologiques
pour un groupe de patients déments 2 différents stades de 1a maladie et de patients non
déments. Ainsi, ils ont pu déterminer trois stades pour les dépdts amyloides, les stades A,
B et C (Braak et Braak, 1991). Au stade A, les dépdts amyloides sont trouvés en faible
quantité dans les régions basales du cortex frontal, temporal et occipital. La formation
hippocampique est épargnée. Au stade B, les dépdts amyloides affectent les aires
associatives de presque 1'ensemble de l'isocortex, avec une densité modérée. La formation
hippocampique est 1égérement touchée. Au stade C, I'ensemble de l'isocortex (y compris
les aires isocorticales primaires) est atteint. A ce stade, certains noyaux sous-corticaux

peuvent €tre également envahis. La formation hippocampique reste modérément touchée.

- 2- 2- La dégénérescence neurofibrillaire:

II- 2-2-1- Description:

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) est caractérisée par l'accumulation
intracellulaire d'un matériel fibrillaire anormal. Les neurones en dégénérescence
possédent des propriétés argyrophiles, de telle sorte qu'ils sont facilement mis en évidence
par des techniques d'imprégnation argentique (Gallyas, 1971; Campbell et al., 1987). Par

ces colorations, il est possible de distinguer les corps cellulaires des neurones, ainsi que
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les neurites en dégénérescence. La DNF se présente sous l'aspect de flamme et les
neurites sous la forme de "virgules", le tout étant dispersé dans le neuropile. (Figure 2). II
est également possible de colorer certains neurones et neurites en dégénérescence par des
colorants utilisés pour la détection de la substance amyloide, comme la thioflavine S.
Ceci suggere donc que les neurones qui dégénérent acquiérent au cours du temps, une
structure en feuillets B-plissés (Défossez et Delacourte, 1987).

L'analyse ultrastructurale a révélé que ce matériel fibrillaire anormal était composé
de paires de filaments appariées en hélice ou PHF (pour le terme anglais, paired helical
filaments) (Kidd, 1963). Les filaments ont un diamétre de 20 nm, pourvus de constrictions
régulieres tous les 80 nm. Kidd a suggéré que chaque filament était constitué de 2 brins
de 10 nm s'enroulant 1'un autour de l'autre de manicre hélicoidale (Figure 3).

Le nombre de DNF dans le cortex est en corrélation avec la sévérité de la démence

(Wilcock et Esiri, 1982; Arriagada et al., 1992).

II- 2-2-2- Composition:

En utilisant des sondes immunologiques contre les protéines tau et les techniques
immunohistochimiques, de nombreuses équipes ont pu montrer que les constituants
majeurs des PHF étaient les protéines tau, des protéines du cytosquelette associées aux
microtubules (MAP pour microtubule-associated proteins) (Brion et al., 1985; Delacourte
et Défossez, 1986; Grundke-Igbal et al., 1986a; Kosik et al., 1986; Nukina et Thara, 1986;
Wood et al., 1986). Inversement, en produisant des sondes immunologiques contre les
PHF, il fut possible de détecter les protéines tau, notamment avec la technique des
immunoempreintes. D'autres sondes immunologiques ont permis de détecter différents

constituants, tels que l'ubiquitine, MAP2 et des neurofilaments.
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Ubiquitine: Des anticorps anti-ubiquitine marquent les neurones en dégénérescence
(Bancher et al., 1991). Il semblerait que la présence d'ubiquitine soit une réponse de la
cellule a I'accumulation anormale des protéines tau et servirait de signal pour I'élimination

de telles structures insolubles.

MAP2: Les protéines tau et MAP2 sont des protéines associées aux microtubules et
ont des homologies de séquence comme les domaines de liaison aux microtubules. 11 est
donc possible d'observer des réactions croisées entre protéines tau et MAP2 (Kosik er al.,

1984; Hasegawa et al., 1990).

Neurofilaments: Les neurofilaments et les protéines tau possédent des motifs
communs au niveau de leur séquence. Il existe donc des réactions croisées entre protéines
tau et neurofilaments (Nukina ez al., 1987; Lee er al., 1988). Des études biochimiques ont
en effet montré que des anticorps anti-neurofilaments reconnaissaient les protéines tau
dans la MA (Lichtenberg-Kraag er al., 1992). D'autres auteurs ont également montré que
la présence de neurofilaments permettait d'identifier certaines populations neuronales

particulierement vulnérables a la DNF (Hof er al., 1990a; b; Vickers et al., 1994).

[I- 2-2-3- Distribution topographique:

Distribution régionale: Les régions les plus fortement touchées par la DNF sont les
régions hippocampique et para-hippocampique, incluant le cortex entorhinal, le
subiculum et le CAl. La région de 1'amygdale et en particulier, le noyau basal accessoire
de I'amygdale sont également atteints par le processus de DNF (Arnold et al., 1991). Les
aires temporales isocorticales contiennent également une forte concentration de neurones
en dégénérescence. Les aires limbiques et le lobe temporal sont beaucoup plus touchés

par la DNF que les lobes frontal, pariétal et occipital (Arnold ez al., 1991).
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Distribution laminaire: Les couches II, III, V, et VI du neocortex sont les plus
touchées (Lewis et al., 1987; Hof et al., 1990a; Arnold et al., 1991). Dans toutes les aires
corticales associatives, les couches infragranulaires (V-VI) sont toujours plus atteintes
que les couches supragranulaires (II-III) (Hof et al., 1990a). Dans la région occipitale ou
la DNF est moins présente, la distribution laminaire est différente de celle observée dans
les lobes temporal et frontal: la DNF affecte plus parti‘culiérement les couches II et III des

aires visuelles primaires et secondaires (Hof et Morrison, 1990b).

II- 2- 2- 4- Evolution au cours du temps:

Braak et Braak en 1991, ont effectué la cinétique d'apparition des lésions
neurofibrillaires chez des patients déments et non déments, comme ils 'avaient fait pour
les dépots amyloides. Pour la DNF, I'évolution est divisée en six étapes: du stade I au
stade VI. Le stade I correspond a l'atteinte moyenne du cortex transentorhinal, et en
particulier de la couche II. Les neurones de cette couche sont en général les premiéres
cellules nerveuses a développer une DNF. Le stade II représente une aggravation du stade
I, c'est & dire une atteinte plus globale de la couche II, et un début d'atteinte du subiculum.
Les stades I et II représentent donc les "stades transentorhinaux”, avec une faible atteinte
de I'hippocampe (CA1) et aucun changement dans l'isocortex.

Le stade IIT est principalement caractérisé par l'atteinte des cellules de la couche II,
non seulement dans le cortex transentorhinal mais également dans le cortex entorhinal. De
nombreux neurites en dégénérescence sont également visibles au niveau des dendrites des
cellules de la couche II. A ce stade, il est possible d'observer des neurones en DNF dits
fantdmes (sans membrane) dans la couche II. Le CAl est 1égérement touché, par contre
les régions du CA2 au CA4 sont épargnées. L'isocortex quant a lui, est trés légérement ou
n'est pas du tout atteint par la dégénérescence. L'atteinte de 1a couche II est trés séveére au

stade IV, et la DNF est présente dans les couches plus profondes comme les couches Il et
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IV. Le CA1 est tres touché, l'isocortex modérément. Quelques structures sous-corticales
peuvent €tre légerement atteintes. L'événement le plus frappant des stades III et IV est
donc l'atteinte des cortex entorhinal, transentorhinal, et de l'hippocampe sans réelle
implication des aires isocorticales. Ils sont par conséquent, appelés "stades limbiques".

Au stade V, l'isocortex est sévérement atteint, notamment les aires associatives. Au
stade VI, l'atteinte de l'isocortex est dramatique, et les noyaux sous-corticaux sont
également trés touchés. Les stades V et VI, appelés "stades isocorticaux” reflétent donc

l'atteinte globale des aires isocorticales (Braak et Braak, 1991).

II- 2- 3- Conclusion:

Il est bien établi que la DNF est responsable de la démence, et non les dépots
amyloides (Wilcock et Esiri, 1982; Arriagada et al., 1992). Dans les cas ou la DNF est
sévere, de nombreux dépdts amyloides sont alors retrouvés. Par contre, dans les cas ol les
dépots amyloides sont trés nombreux, on ne trouve pas forcément un grand nombre de
neurones en dégénérescence. Mais, quelles sont les relations entre les dép0dts amyloides et
la DNF? En 1988, Mann suggérait que dans le cerveau de personnes atteintes du
syndrome de Down (trisomie 21), des changements neuropathologiques semblables a
ceux observés dans la MA, se produisaient. Les dépdts amyloides apparaissent vers 20
ans et la DNF vers 35 ans (Mann ez al., 1989a; Mann, 1989b). Ces auteurs suggéraient
donc que le syndrome de Down pouvait servir de modele de la MA, pour des études sur la
formation et 1'évolution des lésions pathologiques. Pour certains auteurs, la substance
amyloide apparait donc avant la DNF (Hardy et Higgins, 1992; Selkoe, 1992). Pour
d'autres, la pathologie neuronale précéde les dépdts amyloides (Masliah er al., 1990;

Terry et al., 1991; Perry et al., 1992).
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II- 3- La réaction gliale:

Une gliose astrocytaire a été décrite dans la MA. Un nombre plus important
d'astrocytes a été observé autour des dépdts amyloides (Frederickson, 1992). La réaction
gliale se traduirait aussi par la présence de cellules microgliales autour des lésions
histologiques, suggérant qu'elles jouent un role de'phagocytose des constituants des
1ésions (Wisniewski et al., 1991). Une augmentation de la concentration de la protéine
gliofibrillaire acide ou GFAP, marqueur spécifique des astrocytes, a €té également
retrouvée (Delacourte et Buée, 1989; Frederickson, 1992). Il semblerait que la réaction
gliale contribuerait a Ia fois au développement et a la progression de la pathologie

rencontrée dans la MA (Frederickson, 1992).

II- 4- Anomalies vasculaires:

Une altération vasculaire a été suggérée pour expliquer la formation des lésions
neuropathologiques de la MA (Scheibel ez al., 1986). Ainsi, dans le vieillissement et la
MA, une augmentation du diametre des capillaires et une diminution de la densité
vasculaire ont été décrites (Bell and Ball, 1981; Buée er al., 1994). Pourtant, les résultats
comparatifs entre patients atteints de la MA et témoins 4gés different 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 régions présentant
un grand nombre de lésions neuropathologiques de type Alzheimer (Bell and Ball, 1981).
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)
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(Scheibel er al., 1986; Buée et al., 1994). Néanmoins, les données actuelles ne permettent

de conclure sur le role de la vascularisation dans la MA (Buée er al., 1994).

ITI- DESCRIPTION BIOCHIMIQUE DE LA MALADIE D'A LZHEIMER:

III- 1- Les dépots amyloides:

IOI- 1- 1- La protéine amyloide ou peptide AB et son précurseur:

Le constituant majeur des dépots amyloides est la protéine amyloide ou peptide AR.
Ce dernier est insoluble et constitué de 39 a 43 acides aminés. Il dérive d'un précurseur
beaucoup plus grand, appelé précurseur de la protéine amyloide ou 8PP (5 Precursor
Protein pour le terme anglais) dont le géne se situe sur le chromosome 21, dans la région

21q21 (Goldgaber eral., 1987; Kang et al., 1987; Robakis et al., 1987a,b).

III- 1- I- I- Le précurseur de la protéine amyloide:

*Structure du BPP;

Il existe plusieurs précurseurs du peptide A3, BPPg9s, 714, 751 et 770, dont la
description a été faite a partir de leurs ARN messagers (Figure 4). Ces différents variants
se différencient entre-eux par la présence ou l'absence de certains exons. Le premier
précurseur découvert fut le BPPgg5. Il est codé par 16 exons et la protéine résultante a la

structure d'un récepteur membranaire (Kang et al., 1987; Lemaire et al., 1989). Les
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isoformes 714, 751 et 770 ont la méme structure que le PPg95, mais contiennent des

exons supplémentaires codant pour des régions particulieres. Cet épissage alternatif

permet l'insertion d'un ou deux exons codant pour l'antigéne OX-2 (8PP 714 et 770) et

une région homologue aux inhibiteurs de protéases de type Kunitz (BPP751 et 770)

(Figure 4). Un nouveau mode d'épissage a également été identifié dans les leucocytes et

les cellules microgliales. 1l donne naissance aux L-BPP (BPPg77, 696, 733 et 752) qui

correspondent a la délétion de l'exon 15 (position des exons pour l'isoforme 770), situé€ en

amont des exons codant pour le peptide A (Konig et al., 1992). 1l existe également deux

autres isoformes qui ne contiennent pas le peptide amyloide.

Numéros
d"'exons

FIGURE 4
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La distribution tissulaire des trois principales isoformes de BPP (3PPg95, BPP751 et
BPP770) a été réalisée. La forme majoritaire rencontrée dans le cerveau est l'isoforme
BPPg95; 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. Les deux autres formes, BPP751 et BPP77(), sont respectivement les formes

prépondérantes de la rate et du cceur.

*Roles du BPP:

Le BPP est une protéine ubiquitaire. Aucun rdle physiologique direct n'a pu lui &tre
attribué dans le syst¢éme nerveux central. Le 3PP peut avoir un rdle trophique, il joue un
role dans la régulation de la croissance cellulaire (Schubert er al., 1989a). Comme le BPP
interagit fortement avec les constituants de la matrice extracellulaire, on lui suggére un
rble dans l'adhésion cellulaire (Schubert er al., 1989b). Au niveau périphérique, il
semblerait avoir un role dans la cicatrisation, la coagulation des plaquettes, l'activation
des lymphocytes et I'induction de la réponse immunitaire (Oltersdorf et al., 1989; Van

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

*Métabolisme du BPP:

Le 8PP suit le chemin classique de la synthése protéique jusqu'aux vésicules de
Golgi, et est ensuite dirigé vers la membrane plasmique. Il peut étre clivé a l'intérieur du
peptide AR par une activité enzymatique appelée o-secrétase (Sisodia et al., 1990;
Anderson et al., 1991) (Figure 5). C'est la voie majeure du métabolisme du BPP, ne
conduisant pas a la formation du peptide AB (voie non amyloidogénique).

I existe une voie métabolique mineure ou le PP n'est pas clivé a l'intérieur du
peptide AB, mais en amont de celui-ci par une activité enzymatique appelée -secrétase
(Figure 5). Cette voie conduit & la formation du peptide Af, il s'agit de la voie

amyloidogénique (Golde er al., 1992; Estus er al., 1992). La présence de fragments
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amyloidogéniques carboxy-terminaux, et du peptide Af a été¢ mise en évidence dans le
milieu extracellulaire (pour revues Selkoe, 1992; 1994). Si le peptide Af} se trouve dans le
milieu, il est probable qu'il interagisse avec d'autres constituants, en particulier ceux de la

matrice extracellulaire.

FIGURE 5
Le BPP a la structure Domaine
d'un récepteur membranaire Extracellula
o-secrétase

Domaine

B-secrétase

Peptide A
7,

Membrane

- 1- 1- 2- Le peptide Af3:

*Structure du peptide ARB:

Le peptide A est codé en partie par les exons 16 et 17 (position des exons pour
l'isoforme 770), suggérant qu'il ne résulte pas d'un épissage aberrant (Lemaire et al.,
1989) (Figure 4). Il est situé 2 la fois dans le domaine extracellulaire (Asp672 2 Lys699)
et dans la membrane (de Gly700 a Val710 oy Thr714) (Figure 5). De récentes études
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immunohistochimiques, utilisant des anticorps spécifiques ont montré que la forme
contenant 42 acides aminés est préférentiellement retrouvée dans les dépdts amyloides
compacts et diffus (Mak et al., 1994; Yang ez al., 1994). Ces résultats suggerent que la
longueur du peptide AR est un facteur important pour son agrégation en substance

amyloide (Burdick et al.,1992).

*Propriétés biologiques:

En 1989, Yankner et al. ont montré la neurotoxicité d'un fragment du précurseur
amyloide. Par la suite, la région 25-35 du peptide Af s'est révélée neurotoxique (Figure
6) pour des concentrations élevées de I'ordre de 10-100 nM, alors qu'a des concentrations
plus faibles (10-100 pM), cette région aurait un rdle neurotrophique (Yankner et al.,
1990). La neurotoxicité du peptide Af serait liée a sa conformation; les peptides A
synthétiques possédent une structure soit en pelote statistique, soit en hélice o dans la
partie amino-terminale. Seuls ceux qui posséderaient une hélice o seraient neurotoxiques
(Yankner et Busciglio, 1992). Dans la MA, le peptide A est agrégé sous la forme de
dépdts amyloides. Il semblerait que la neurotoxicité du peptide AB soit également liée a
son état d'agrégation (Frautschy et al, 1991; 1992). Néanmoins, les résultats sur la
neurotoxicité du peptide AR divergent, car un certain nombre de parameétres sont 2
prendre en compte: i) la concentration du peptide; ii) I'état d'agrégation du peptide; iii) le
solvant utilisé pour la solubilisation du peptide; iiii) la méthode utilisée pour tester la
neurotoxicité du peptide.

D'autres auteurs ont également montré que la neurotoxicité du peptide Al était
médiée par I'ion Ca2+. Le peptide Al augmenterait en particulier la vulnérabilité¢ des
neurones a 'excitabilité (Koh et al., 1990; Mattson ez al., 1992).

Le peptide A3 possede des sites de fixation pour certaines molécules, comme 'og-
antichymotrypsine, 1'apolipoprotéine E, les protéoglycannes (Potter er al., 1991;

Strittmatter et al., 1993a,b; Buée et al., 1993a,b).
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III- 1- 2- Les co-facteurs de 1'amyloidogénese:

Plusieurs molécules ont été retrouvées dans les dépdts amyloides, mais pour autant
toutes ne sont pas des co-facteurs. La notion de co-facteurs est trés floue. Pour étre un réel
co-facteur, il semblerait que la molécule doive fépondre a plusieurs critéres: étre
retrouvée dans les dépots amyloides, avoir une forte affinité pour le peptide AB, ou pour
le BPP (par exemple, pour bloquer le site de clivage de I'a-secrétase), agréger le peptide
AB invitro, et €tre associée a un ou des génes candidats. Tous ces critéres réunis en
théorie montrent qu'a I'heure actuelle, il est difficile de trouver un véritable co-facteur de -

I'amyloidogénése.

* a1.antichymotrypsine;

L' o1 antichymotrypsine, antiprotéase de type Serpine, est présente dans les dépots
amyloides (Abraham et al., 1988). Elle est capable de former in vitro un complexe stable
avec le peptide AB, au niveau de la séquence Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr
(Potter ez al., 1991) (Figure 6). Récemment, Ma ez al. (1994) ont montré que le peptide
AR pouvait s'agréger sous la forme de structure filamenteuse en présence d'a1-
antichymotrypsine. Cet inhibiteur de protéases provoque une augmentation de
l'agrégation de 10 a 20 fois supérieure a celle du peptide AB seul. Le géne de l'ag

antichymotrypsine est situé sur le chromosome 14, dans une région proche de celle ou il

existe une association avec la MA.

* Apolipoprotéine E:

L'apolipoprotéine E a d'abord été retrouvée dans les dépdts amyloides par Namba er
al., en 1991. Le géne de l'apolipoprotéine E est situé sur le chromosome 19 (région

19q13.2). L'apolipoprotéine E est une protéine polymorphique. Ce polymorphisme
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correspond a des mutations dans la séquence nucléotidique du géne. Trois isomorphes ont
été décrits E2, E3 et E4 correspondant respectivement aux alléles €2, €3 et €4 (Zannis er
al., 1981). En 1993, Corder et al. démontraient que l'allele 4 de I'apolipoprotéine E sur le
chromosome 19 est un géne qui favorise 1'apparition de lIa MA dans les familles a début
tardif. D'autres études sont venues confirmer cette association entre l'allele €4 et les
formes tardives de la MA, qu'elles soient familiales ou sporadiques (Strittmatter et al.,
1993b; Chartier-Harlin et al., 1994). Enfin, ces résultats furent étendues a certaines
formes précoces (4ge d'apparition de la maladie avant 65 ans) (Pérez-Tur et al., 1995).
Dés lors, 'allele €4 fut considéré comme un facteur de risque de la MA. A l'inverse de
I'allele €4, 'allele €2 aurait un rdle protecteur vis a vis de la maladie (Chartier-Harlin et
al., 1994). Le mécanisme d'action de l'apolipoprotéine E reste cependant hypothétique.
Des études d'affinité in vitro, montrérent que le variant E4 de 1'apolipoprotéine E a
une affinité plus importante pour le peptide A3 synthétique que le variant E3. Les acides
aminés 12 a 28 du peptide A3 sont nécessaires pour la liaison du peptide Af a I'isoforme
E4 de l'apolipoprotéine E (Strittmatter ez al., 1993a,b) (Figure 6). Néanmoins, ces

résultats ne font pas I'unanimité (Ladu et al., 1994; Evans et al., 1995).

* Protéoglycannes:

Les protéoglycannes sont retrouvés dans toutes les amyloidoses (Kisilevsky et al.,
1992). Dans la MA, les plaques séniles contiennent des héparane sulfate protéoglycannes
(Snow er al., 1988; Buée et al., 1994). Ces derniers sont également présents les dépdts
pré-amyloides, supposant que l'accumulation des protéoglycannes est un phénomene
précoce (Snow et al., 1990). 1l existe une forte affinité entre les protéoglycannes et le 3PP
(Narindrasorasak et al., 1991; Buée et al., 1993a), ainsi qu'une interaction spécifique
entre le peptide AB et les protéoglycannes (Buée et al., 1993a, b). Cette interaction se fait
a la fois par le biais de la partie glycosaminoglycannique et celle de I'axe protéique (Buée

etal., 1993a, b). Des injections de peptide A et de protéoglycannes dans I'hippocampe
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de rat conduisent au bout d'une semaine a la formation de structures amyloides au point
d'injection. Elles sont visualisées & l'aide s'une sonde immunologique polyclonale contre
le peptide A3 (1-40), et par la thioflavine S (Snow et Malouf, 1993). Il semble donc que

les protéoglycannes jouent un role important dans le processus d'amyloidogénese.

III- 2- La dégénérescence neurofibrillaire:

Les neurones qui dégénérent sont caractérisés par une accumulation au sein de leur
cytoplasme, de filaments appelés paires de filaments en hélice ou PHF (pour le terme
anglais, paired helical filaments) (Kidd, 1963). Les composants antigéniques majeurs des
PHF sont des protéines du cytosquelette associées aux microtubules, les protéines tau
(Delacourte et Défossez, 1986; Grundke-Igbal ez al., 1986a; Kosik et al., 1986; Nukina et
Thara, 1986; Wood et al., 1986). D'autres constituants sont également retrouvés comme
l'ubiquitine, MAP2 et les neurofilaments (Kosik eral., 1984; Nukina et al., 1987; Bancher
etal., 1991).

ITIT- 2- 1- Les neurofilaments:

Les neurofilaments (NF) sont représentés par trois isoformes appelées NF-H (High),
NF-M (Medium) et NF-L (Low), de masse moléculaire respective 210, 160 et 70 kDa. Les
formes H et M sont caractérisées par la présence de séquences (X-Lys-Ser-Pro-X)
phosphorylées et répétées plusieurs fois (Lee er al., 1988). Des anticorps dirigés contre les
régions contenant ces sites multiples de phosphorylation marquent les neurones en

dégénérescence, suggérant que les neurofilaments sont associés aux PHF (Haugh et al.,
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1986; Miller et al., 1986; Lee et al., 1988). En fait, ce marquage peut également
s'expliquer par l'existence de réactions croisées entre protéines tau et anticorps anti-
neurofilaments, notamment au niveau des séquences KSP (Ksiezak-Reding et al., 1987,
Nukina et al., 1987). Plus récemment, Lichtenberg-Kraag et al. en 1992, montraient que
certains anticorps monoclonaux anti-neurofilaments (SMI 31, SMI 310, SMI 33 et SMI
34; Sternberger et al., 1985) pouvaient se lier aux protéines tau, au niveau de sites
dépendants de la phosphorylation. Finalement, Vickers ez al. en 1994 ont suggéré que la
présence des neurofilaments pouvait étre corrélée a une certaine vulnérabilité neuronale a

développer une DNF (notamment au niveau du CA1 de I'hippocampe).

III- 2- 2- Structure des protéines tau:

III- 2- 2- - Aspect génétique:

Chez I'homme, le gene des protéines tau se situe sur le bras long du chromosome
17, a la position 17q21 (Neve et al., 1986), et s'étend sur 100kpb (Andreadis et al., 1992).
L’'ADN est transcrit en un ARN immature appelé transcrit primaire qui comprend 16
exons, dont trois ne sont jamais transcrits dans le tissu cérébral humain (exons 44, 6 et §)

(Figure 7).
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Lesexons 1,4,5,7,9, 11, 12 et 13 sont exprimés de maniere constitutive. L'exon
14 est retrouvé dans les ARN messagers, mais n'est généralement pas traduit en protéine.
Les exons 2, 3 et 10 sont épissés de maniere alternative et sont spécifiques du tissu
cérébral adulte (Andreadis et al., 1992) (Figure 7). L'épissage alternatif de ces 3 exons
produit 6 combinaisons possibles (2-37107; 2+ 3-10"; 2+3+10-; 2-3-10t; 2+ 3-107;
2+3+10%) (Goedert et al., 1989 a,b; Kosik ez al., 1989). Le transcrit primaire donne alors
naissance a2 6 ARN messagers (Drubin et Kirschner, 1986; Drubin et al., 1988; Himmler,

1989a) (Figure 8).
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Enfin, ces ARN messagers sont traduits en autant de protéines différentes. Bien que
I'exon -1 soit transcrit, il n'est jamais traduit. La traduction commence a l'exon 1
(Andreadis et al., 1992).

Comme chez 'homme, le géne n'est présent qu'en une seule copie chez la souris, le
rat et le beeuf (Drubin et al, 1984; Himmler, 1989a). En 1988, Gloria Lee et al
montraient 1'existence chez la souris, de deux formes de tau, une forme longue résultant

de 1'épissage de l'intron entre les exons 13 et 14 et une forme courte résultant de la
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rétention de ce méme intron. Chez le beeuf, il existe deux possibilités d'épissage donnant
alors deux extrémités carboxy-terminales différentes (Himmler, 1989a). Bien qu'il existe
une assez bonne conservation de la séquence des protéines tau entre les différentes
espéces, aucune homologie avec la forme longue de la souris n'avait été retrouvée chez le
rat et I'homme. Ce n'est qu'en 1994, que Sawa et al. trouvérent ces deux mécanismes

d'épissage.

HI- 2- 2- 2- Aspect biochimique:

III- 2- 2- 2- 1- Isoformes des protéines tau et leur expression:

Le systeme nerveux central: Six isoformes des protéines tau sont retrouvées dans le
cerveau adulte humain. La longueur de leurs séquences varie de 352 & 441 acides aminés.
Ces 6 isoformes se différencient entre-elles par la présence ou l'absence de 29 ou 58
acides aminés dans la partie amino-terminale, et la présence de trois ou quatre séquences
répétitives de 31 ou 32 acides aminés dans la partie carboxy-terminale (Goedert ez al.,
1989a) (Figure 9). Sur électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS, les
protéines tau adultes donnent 6 bandes dont les masses moléculaires sont comprises entre

45 et 62 kDa.

Partie amino-terminale: Certaines isoformes contiennent 29 ou 58 acides aminés
(Figure 9 C, D, E, et F). Ces séquences sont riches en proline et en acides aminés
chargés. Elle représente le domaine de projection des protéines tau, c'est a dire qu'elle
détermine l'espace entre des microtubules adjacents, espace qui est de l'ordre de 20 nm

(pour revue, Goedert et al., 1991).
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FIGURE 9
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Partie carboxy-terminale: La particularité de chaque séquence répétitive carboxy-

terminale est de posséder un motif Pro-Gly-Gly-Gly. Ces régions répétitives (numérotées
de 1 4 4) constituent le domaine de liaison aux microtubules (Goedert et al., 1988; 1989b;
Himmler er al., 1989; Kosik et al, 1989; Lee et al., 1989; Andreadis et al., 1992). Douze
résidus sont identiques dans les quatre séquences, et six résidus sont retrouvés dans trois
des quatre (Séquences ci-dessous). La séquence supplémentaire (n°2) est insérée apres la

premicre séquence répétitive (Figure 9 B, D, et F).

Homologie des séquences en acides aminés (lettres en gras et soulignées) au-niveau des

quatre régions répétitives:

DLKNYKSKIGSTENLKHQPGGGKYQITI NKKL
DLSNVQSKCGSKDNIKHVEGGGSYQIVYKPYV
DLSKYTSKCGSLGNIHHKPGGGQYEVKSEKL
DFKPRYQS KI GSLDNITHVEREGGGNKKIETHKL
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L'expression des protéines tau est régulée au cours du développement. Ainsi, une
seule isoforme est présente a la naissance et ne comporte pas d'insert, et de séquence
répétitive supplémentaire: il s'agit de l'isoforme feetale (Goedert et al., 1989b; Kosik et
al., 1989) (Figure 9A). Apres la naissance, les autres isoformes vont apparaitre au cours
du développement.

Il faut noter que certaines isoformes des ﬁrotéines tau sont dites majeures
(isoformes avec 3 ou 4 régions répétitives et sans insert, et isoformes avec 3 ou 4 régions
répétitives avec un insert dans la partie amino-terminale (Figure 9A, B, C, et D). Par
contre, les isoformes avec 3 ou 4 régions répétitives et 2 inserts dans la partie amino-
terminale sont présentes mais en plus faible quantité (Figure 9E et F) (Goedert et Jakes,
1990; Hasegawa et al, 1992).

La localisation des protéines tau humaines est principalement axonale, mais des
formes phosphorylées peuvent €tre rencontrées au niveau du domaine somato-dendritique

(Papasozomenos et Binder, 1987; Delacourte et al., 1990).

Chez le rat, les protéines tau adultes représentent une famille de 4 a2 6 polypeptides
de masse moléculaire apparente comprise entre 52 et 68 kDa, alors que 1'isoforme feetale
a une masse moléculaire apparente de 48 kDa sur électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS (Takemura er al., 1991). Il existe également une
régulation de I'expression des protéines tau au cours du développement, pour passer d'un

stade feetal a un stade adulte (Drubin et al., 1984).

Le systéme nerveux périphérique: Une autre isoforme de longueur supérieure est
spécifiquement exprimée dans le systéme nerveux périphérique, surtout au niveau de la

moelle épiniere, des ganglions rachidiens (Goedert er al., 1994a). Elle se distingue des
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isoformes du systeéme nerveux central par l'insertion d'une séquence dans la partie amino-
terminale.

Chez le rat, ce variant contient 686 acides aminés (insert de 254 acides aminés) et
chez la souris, 1l en contient 733 (insert de 237 acides aminés) (Couchie ez al., 1992;
Goedert et al., 1992a). Cette séquence est en fait codée par les exons 4A et/ou 6 (Couchie
etal., 1992; 1993).

Chez 'homme, une séquence de 253 acides aminés est retrouvée dans cette tau

périphérique (Andreadis et al., 1992).

ITI- 2- 2- 2- 2- Modifications post-traductionnelles des protéines tau:

La phosphorylation est la principale modification post-traductionnelle des protéines
tau (Cleveland et al., 1977a, b). Elle a une grande importance, puisqu'elle régulerait la
polymérisation des microtubules. En effet, les protéines tau phosphorylées seraient
beaucoup moins affines pour la tubuline que les protéines non phosphorylées (Lindwall et
Cole, 1984a; Drubin et Kirschner, 1986). Par analyse bidimensionnelle, environ vingt
protéines sont détectées avec des points isoélectriques compris entre 6,5 et 8,5 (Cleveland
etal., 1977a,b).

I existe de nombreux sites de phosphorylation sur les protéines tau, et il apparait
que l'action des phosphatases est trés rapide (Garver et al., 1994; Matsuo et al., 1994). La
démonstration de nombreux sites phosphorylés sur les protéines tau normales altére donc
I'hypothése selon laquelle les protéines tau réguleraient la polymérisation des
microtubules en fonction de leur état de phosphorylation. Cependant, la caractérisation
complete des sites phosphorylés sur les protéines tau normales n'a pas encore été réalisée.
Beaucoup de questions restent donc en suspens.

Différentes kinases peuvent phosphoryler les protéines tau in vitro: la protéine

kinase calcium-calmoduline dépendante (Steiner et al., 1990), la protéine kinase C
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(Correas et al., 1992), la protéine kinase activée par des facteurs mitogénes ou MAP
kinase (Drewes et al., 1992; Goedert et al., 1992b; Gustke er al., 1992), la glycogeéne
synthase protéine kinase-3 ou GSK-3 (Hanger et al., 1992; Mandelkow et al., 1992), et
des protéines kinases dirigées contre des résidus proline ou PDPK (du terme anglais:
Proline Directed Protein Kinase) (Vulliet et al., 1992). De méme, des protéines
phosphatases peuvent déphosphoryler les protéines tau in vitro, telles que les
phosphatases I, 2A, et 2B (Yamamoto et al., 1990; Goedert et al., 1992b; Gong et al.,
1994a, b).

- Il existe des modifications autres que la phosphorylation, comme la déamidation
(Montejo de Garcini et al., 1986), l1a e-N-méthylation des résidus de lysine (Wischik et
al., 1988b). Les protéines tau commencent toutes par un résidu alanine acétylé et non par
une méthionine (Hasegawa et al., 1992).

Récemment, une équipe américaine montrait l'existence d'une autre modification
post-traductionnelle, une O-glycosylation, c'est & dire le branchement d'un résidu N-acétyl
glucosamine sur une sérine et/ou sur une thréonine (Haltiwanger et al., 1992; Arnold et
al., 1994). Cette glycosylation est également retrouvée sur d'autres molécules comme les
neurofilaments (Dong er al., 1993), et les sites de O-glycosylation ne sont pas

discernables des sites de phosphorylation (Arnold ez al., 1994).

III- 2- 3- Réle des protéines tau:

Depuis leur découverte, les protéines tau sont connues pour étre des promoteurs de
la polymérisation de la tubuline (Weingarten ez al., 1975; Cleveland er al., 1977a,b). Elles
font donc partie des protéines associées aux microtubules ou MAPs, au méme titre que

MAPI, MAP2 et MAP4. Ces protéines se lient a la tubuline grice a des régions dites
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répétitives dans leur partie carboxy-terminale. Une forte homologie de séquence au
niveau de ces régions répétitives est observée entre ces protéines (Lewis et al., 1988).

Les protéines tau et MAP2 posseédent un domaine de liaison aux microtubules, et un
domaine de projection dans leur partie amino-terminale. C'est ce domaine de projection
qui permettra des pontages entre microtubules. Cet espace est différent selon s'il s'agit de
tau ou de MAP2, 20 nm pour tau (au niveau de l'axoné) et 100 nm pour MAP2 (au niveau
des dendrites) (pour revues, Goedert et al., 1991; Doering, 1993).

En injectant des protéines tau dans des fibroblastes, Drubin montra que les
microtubules possédaient une résistance accrue aux agents dépolymérisants (Drubin et al.,
1986). Les protéines tau ont donc un rdle dans la stabilisation des microtubules, rdle non -
négligeable dans des phénomenes qui requiérent un certaine stabilité, comme le transport
axonal (Drubin et al., 1986; Goedert et al., 1991). En fait, 1a liaison des protéines tau aux
microtubules diminue l'instabilité des microtubules, conduisant & un cytosquelette plus
stable. Les isoformes comprenant 4 régions répétitives se lient plus facilement aux
microtubules que les isoformes n'en possédant que 3 (Goedert et Jakes, 1990; Butner et
Kirschner, 1991). Les formes feetales ne comportant que 3 régions répétitives se lient
donc moins bien aux microtubules, montrant que pendant le développement, le
cytosquelette ne peut pas €tre une structure stable, mais au contraire une structure
dynamique. C'est la premiere séquence répétitive des protéines tau qui a la meilleure
affinité pour la tubuline (Butner et Kirschner, 1991).

Pour montrer que les protéines tau sont impliquées dans la formation de 1'axone, une
équipe américaine utilisa sur des cultures de neurones cérébelleux non différenciés, des
sondes oligonucléotidiques antisens de ' ARN messager des protéines tau afin de bloquer
leur synthése. En l'absence d'oligonucléotides antisens, les cellules émettent a partir d'un
neurite un prolongement trés long de type axonal. Suite i cette différenciation axonale, les
autres neurites se différencient en dendrites. Lorsque les cellules non différenciées sont en

contact avec les oligonucléotides antisens des tau, elles sont incapables d'émettre un long
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prolongement de type axonal. Par contre, dans des cellules ou I'axone est déja différencié,
si des oligonucléotides antisens sont ajoutés, I'axone se rétracte alors et les autres neurites
se différencient en dendrites (Caceres et Kosik, 1990; Caceres et al., 1991). Des
expériences complémentaires a celles-ci ont également montré que les protéines tau

interviennent dans le déterminisme axonal et le maintien de la stabilité des microtubules.

III- 2- 4- Protéines tau et maladie d'Alzheimer:

Dans la MA, les protéines tau sont les constituants antigéniques majeurs des PHF
dans les neurones en dégénérescence (Brion et al., 1985; Delacourte et Défossez, 1986;
Grundke-Igbal et al., 1986a; Kosik et al, 1986; Nukina et Thara, 1986; Wood et al.,
1986). Ces protéines incorporées dans les PHF sont modifiées, nous les nommerons donc
"tau-PHF", pour permettre de les distinguer des protéines tau dites "normales”. Des la
découverte de l'implication des protéines tau dans la MA, les recherches se sont
essentiellement axées sur les modifications qui pouvaient entrainer leur agrégation au sein
des neurones. Pendant une période relativement longue (1986 a fin 1994), une
phosphorylation anormale de certains sites des tau-PHF fut la principale explication de
leur agrégation sous la forme de PHF. En octobre 94, une équipe américaine révéla que
cette phosphorylation n'aurait rien d'anormale, puisque les sites dits anormalement
phosphorylés sont retrouvés dans des biopsies de tissu cérébral normal adulte si le délai
post-opératoire est trés court.

Aussi, il nous semble nécessaire de situer les données de la littérature, au moment
ol nous débutions notre thése et tout au long de celle-ci, pour expliquer les raisons qui

nous ont poussées dans cette voie de recherche.
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III- 2- 4- 1- Hypotheése de la phosphorylation anormale:

Les protéines tau de cerveau de patients atteints de la MA sont comparées a celles
de sujets témoins. Chez les patients atteints de 1a MA, une fraction des protéines tau est
particuli¢rement insoluble. Elle correspond aux protéines tau incorporées dans les PHF.
De plus, la migration électrophorétique de ces tau-’PHF sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS est ralentie, et leur point isoélectrique est plus acide (Flament et al.,
1989; Ksiezak-Reding et al., 1992). Plusieurs équipes ont montré qu'une phosphorylation
de ces protéines tau était responsable de ces modifications (Grundke-Igbal et al., 1986b;
Flament ef al., 1989; Delacourte et al., 1990; Lee er al., 1991; Goedert et al., 1992c¢).
Leur caractérisation biochimique par la technique des immunoempreintes, révéla la
présence d'un triplet de protéines (tau 55, 64 et 69), également appelé A68 ou tau-PHF
uniquement dans les cerveaux de patients atteints de la MA (Flament et al., 1989;
Flament et Delacourte, 1989; Delacourte er al., 1990; Greenberg et Davies, 1990;
Ksiezak-Reding et al., 1990; Lee et al., 1991; Greenberg et al., 1992). Apres
déphosphorylation, les tau-PHF s'alignent avec les tau normales, ce qui suggere que les 6
isoformes des protéines tau sont anormalement phosphorylées (Goedert et al., 1992c¢).
Leur point isoélectrique plus acide est compris entre 5,5 et 6,5 (Flament et al., 1989;
Ksiezak-Reding et al., 1992).

Par rapport aux protéines tau normales autopsiques, les tau-PHF seraient incapables
de se lier aux microtubules (Igbal et al, 1986), mais elles s'assembleraient pour former les
PHEF. Cette incapacité de liaison aux microtubules résulterait essenticllement de leur
phosphorylation anormale. En effet, aprés déphosphorylation, les tau-PHF retrouveraient
la capacité de se lier aux microtubules (Bramblett er al., 1993). Dans le neurone, la
déstabilisation des microtubules et 'accumulation des PHF perturberaient des fonctions
vitales, comme le transport axonal. Ainsi, le neurone ne pouvant plus assurer sa survie,

dégénérerait.
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Agencement des tau-PHF dans les PHF: Selon certains auteurs, les protéines tau
sont agencées de telle maniere qu'elles forment un axe protéique résistant. Des digestions
protéolytiques des PHF et l'utilisation de sondes immunologiques spécifiques aux
différentes régions des tau, ont révélé que les parties amino- et carboxy-terminales se
trouvaient 4 I'extérieur de I'axe des PHF formé par les séquences répétitives (Kondo er al.,
1988; Wischik et al., 1988a, b; Ksiezak-Reding et Yen, 1991) (Figure 10). De ce fait,
I'extrémité amino-terminale est plus accessible aux protéases que l'extrémité carboxy-

terminale étroitement insérée dans 1'axe (Jakes et al., 1991).

FIGURE 10
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Recherche des sites de phosphorylation anormale: Plusieurs sites de
phosphorylation sur les tau-PHF furent déterminés in vivo, par la spectrométrie de masse
(Hasegawa er al., 1992; Morishima-Kawashima et al., 1995) et 1'utilisation de sondes
immunologiques spécifiques des tau-PHF dépendants de la phosphorylation (Sternberger
etal., 1985; Lee et al., 1991; Kanemaru et al., 1992; Mercken et al., 1992; Hasegawa et
al., 1993; Goedert et al., 1994).

FIGURE 11
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Légende de la figure 11: Les résidus Ser ou Thr phosphorylés sont indiqués par la lettre "P". Les sites
Ser/Thr-Pro phosphorylés sont représentés par la lettre "P" dans un cercle ombré et les sites

non Ser/Thr-Pro par la lettre "P" dans un cercle clair.

Les numéros d'acides aminés utilisés pour décrire les différents sites de
phosphorylation correspondent 2 la numérotation de l'isoforme la plus longue des
protéines tau humaines (Goedert et al., 1989a). Ces sites de phosphorylation sont situés

en dehors des régions de liaison aux microtubules, sauf la Ser 262 (Lee et al., 1991;
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et al., 1992; Hasegawa et al., 1992; Kanemaru et al.,, 1992; Lang et al., 1992;
Lichtenberg-Kraag et al., 1992; Bramblett ez al., 1993; Hasegawa et al., 1993; Goedert et
al., 1994b; Morishima-Kawashima et al., 1995). En 1992, plusieurs équipes montrérent
que les sites de phosphorylation étaient essentiellement de type Ser-Pro ou Thr-Pro
(Gustke et al., 1992; Hasegawa et al., 1992). Plus récemment, Morishima-Kawashima et
al. (1995) démontrerent qu'il existait en plus, des sites non Ser/Thr-Pro phosphorylés. 21
sites de phosphorylation ont été décrits, dont 10 sont de type non Ser-Pro ou Thr-Pro
(donnés ici, soulignés): il s'agit des Thr 181, Ser 198, 199, 202, 205, 208, 210, Thr 212,
Ser 214, Thr 217, 231, Ser 235, 262, 396, 400, 403, 404, 409,412,413 et 422

(Morishima-Kawashima et al., 1995)-(Figure 11).

De nombreux anticorps monoclonaux ont permis d'identifier un certain nombre de
sites présents sur les tau-PHF, tels que AT8, AT100, AT180, AT270, C5, M4, PHF-1,
SMI31, SMI 310, SMI33, et SMI34 (Mercken et al., 1992; Biernat et al., 1992;
Greenberg et al., 1992; Lang et al., 1992; Lichtenberg-Kraag et al., 1992; Hasegawa et
al., 1993; Goedert et al., 1994b; Matsuo et al., 1994; Otvos Jr. et al., 1994) (Tableau 1).
Les anticorps que nous avons cités, sont des anticorps dont la fixation dépend de I'état de
phosphorylation. Les sondes immunologiques comme AT8, AT100, AT180, AT270, C5,
M4 et PHF-1 ont été produits contre des préparations de PHF, et sont spécifiques des tau-
PHF. Les SMI31, 310 et 34 sont en fait des anticorps dirigés contre les neurofilaments de
masses moléculaires les plus élevées (H et M). Ils marquent les tau-PHF, par réactions
croisées. Ils sont également dépendants de la phosphorylation. Nous avons également
inclus les anticorps, Alz-50, Tau-1, et Tau-2 qui furent parmi les premiers anticorps
monoclonaux décrits. Tau-1 est dirigé contre la séquence 192-204, et sa liaison a 1'épitope
nécessite que les Ser 199 et 202 ne soient pas phosphorylées (Binder er al., 1985; Liu et
al., 1993; Szendrei et al., 1993). Les caractéristiques des anticorps Alz-50 et Tau-2 sont

données dans le tableau 1.
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Tableau 1: Tableau récapitulatif d'anticorps monoclonaux

Anticorps Epitope Phosphorylation Références
Alz-50 2-10 indépendant Kosik ez al., 1988
Tau-2 95-108 indépendant Watanabe ef al., 1992
AT270 T 181 (+) Goedert et al., 1994
Tau-1 192-204 S 199-S 202(-) Binder et al., 1985
ATS 198-220 S 202-T 205(+) | Biemat er al., 1992; Goedert et al., 1995
ATI80 T 231 (+) Goedert et al., 1994
M4 198-250 T 231(+) Hasegawa et al., 1993
SMI 33 S 235 ) Sternberger er al., 1985;
Lichtenberg-Kraag efal., 1992
SMI34 S 235-S 396 +) Sternberger et al., 1985;
Lichtenberg-Kraag etal., 1992
C5 386-406 S 396(+) Hasegawa et al., 1993
PHF-1 389-411 S 396-S 404(+) | Greenberg et al., 1992; Otvos et al., 1994
SMI 31 S 396-S 404 (+) Sternberger et al., 19835,
SMI 310 Lichtenberg-Kraag et al., 1992
AT100 ? (+) Mercken et al., 1992; Matsuo et al., 1994

Il existe d'autres anticorps monoclonaux et polyclonaux dirigés contre les tau-PHF,
qui sont cependant moins utilisés, tels que T3P (Lee et al., 1991), B 5-2 (Holzer ez al.,

1994), RT97, 8D8§ (Brion et al., 1993), ptau 1, ptau 2 (Kanemaru et al., 1992)...
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Comparaison entre phosphorylation des tau-PHF et phosphorylation fetale: Un
certain nombre de sites anormalement phosphorylés sur les tau-PHF sont retrouvés chez
le feetus, et jamais dans le cerveau adulte (Kanemaru et al., 1992; Morishima-Kawashima
et al., 1995). La découverte de sites communs de phosphorylation entre protéine tau
feetale et tau-PHF, renfor¢a une hypothése selon laquelle les neurones dans le cerveau
d'un sujet atteint de la MA, tentaient de régénérer leurs extensions neuritiques pour
survivre (Thara, 1989). 11 existe donc une différence entre les tau-PHF et le feetus d'une
part et les protéines tau adultes d'autre part. Plusieurs études s'engageérent alors dans
l'analyse de ces sites de phosphorylation feetale (Watanabe et al., 1993). Pope et al., en
1993 montrérent, a l'aide de PHF-1, que l'épitope était présent dans des cellules
ganglionnaires de rétine de poulet du stade embryonnaire E10 jusqu'au stade post-natal PO
(c'est a dire le jour de la naissance). Cette immunoréactivité disparait ensuite. D'autres
études ont montré que les résidus Ser 202, Thr 231 et Ser 396 étaient phosphorylés chez
le feetus, et que cette phosphorylation entrainait une diminution de l'affinité aux
microtubules (Bramblett ez al., 1993; Goedert et al., 1993; Hasegawa ez al., 1993).

Cependant, les effets de la phosphorylation sur les protéines tau feetales et les tau-
PHF ne sont pas identiques. En effet, la phosphorylation de la seule forme feetale
n'entraine pas son agrégation. Une premiere différence entre tau-PHF et tau feetale repose
sur la phosphorylation d'une seule forme chez le foetus mais des six isoformes dans la
MA. Une autre différence entre tau feetale et tau-PHF réside dans le nombre de résidus
phosphorylés. 1l est de 21 pour les tau-PHF alors que la protéine tau feetale n'en contient
que 12 (Morishima-Kawashima et al., 1995). De plus, la plupart des sites non Ser/Thr-Pro
retrouvés dans les tau-PHF, ne sont pas phosphorylés dans la protéine tau feetale, rendant
ces sites spécifiques des tau-PHF (Watanabe er al., 1993; Morishima-Kawashima et al,

1995).
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Phosphorylation in_vitro des proiéines tau: La découverte des sites de
phosphorylation au niveau de motifs de type Ser-Pro et Thr-Pro indique que les kinases
qui phosphorylent les tau-PHF sont des protéines kinases dirigées contre des motifs Ser-
Pro ou Thr-Pro, incluant les MAP kinases, la GSK3, les protéines kinases dépendantes
des cyclines ou cdk. Ces kinases phosphorylent effectivement les protéines tau in vitro
(Biernat er al., 1992; Drewes et al., 1992; Hanger et al., 1992; Mandelkow ez al., 1992;
Vulliet et al., 1992; Baumann et al., 1993).

La phosphorylation in vitro de protéines tau recombinantes par des activités
kinasiques présentes dans des homogénats de-cerveau de porc, permet de proposer un
modele de phosphorylation anormale selon 3 criteres (Gustke et al., 1992):

* une migration en gel de polyacrylamide réduite;

* une détection par des sondes immunologiques spécifiques des tau-PHF
(Biernat et al., 1992; Lichtenberg-Kraag er al., 1992);

* une diminution de l'affinité pour les microtubules.

La phosphorylation s'effectue en trois étapes. La premiere étape dure environ 3
heures, et déja 1'affinité pour les microtubules diminue d'un facteur trois (Gustke et al.,
1992). Les Ser 202, 235, 262 et 404 sont phosphorylées. La sérine 404 est responsable
d'une augmentation de la masse moléculaire apparente. C'est a la deuxie¢me €tape, que la
Ser 396 est phosphorylée, mais elle seule n'est pas responsable du ralentissement
électrophorétique et de la diminution de l'affinité pour les microtubules. D'autres sites
sont phosphorylés entrainant un changement conformationnel. Les sondes
immunologiques reconnaissent alors les tau-PHF. Il faut compter 24 heures pour que la
majorité des sites Ser-Pro soit phosphorylée, la troisiéme étape est alors atteinte. Les
étapes sont bien distinctes, ce qui suggére un mécanisme de phosphorylation séquentiel

(Lichtenberg-Kraag ez al., 1992).
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Apres avoir phosphorylé les protéines tau recombinantes avec un extrait de cerveau,

I'étape suivante était d'utiliser des protéines kinases purifiées.

* Les kinases dépendantes des cyclines: Ce sont des protéines kinases
phosphorylant les motifs Ser/Thr-Pro. La cdc2 peut phosphoryler les protéines tau. Cette
phosphorylation entraine une diminution de leur capacité A promouvoir l'assemblage des
microtubules (Drewes etal., 1992). La cdk$ est intéressante puisqu'elle est associée aux
microtubules, et représente une bonne candidate pour la phosphorylation des protéines tau
de type Alzheimer (Mandelkow et al., 1993). La TPKII (kinase de type cdc2 + sous-unité
de 23kDa) peut phosphoryler les protéines tau bovines sans toutefois induire des épitopes

de type Alzheimer (Ishiguro et al., 1992a; 1994).

* Les MAP kinases: Elles sont également appelées ERK pour le terme anglais
"extracellular regulated kinases”. Elles phosphorylent les résidus Ser/Thr-Pro. La MAP
kinase phosphoryle les protéines tau recombinantes avec une steechiométrie de 14 moles
de phosphates par mole de tau (Roder et al., 1993). Les protéines tau sont alors détectées
par des anticorps spécifiques des sites phosphorylés (Drewes et al., 1992). La MAP
kinase est activée par phosphorylation sur un résidu tyrosine par une MAP kinase-kinase
(Lu er al., 1993). Elle est retrouvée dans le cerveau adulte humain et les neurones en
dégénérescence (Ledesma et al., 1992; Trojanowski et al., 1993a). La MAP kinase est
activée par une multitude de facteurs de croissance et de neurotransmetteurs via une

cascade de kinases (Pelech et Sanghera, 1992).

* La GSK3 ou TPKI: Elle peut étre activée par phosphorylation de résidus tyrosine,

et comporte 2 sous-unités o et B. Ces 2 sous-unités o et 3 peuvent phosphoryler les
protéines tau recombinantes, au niveau de la Ser 396. De plus, l'immunoréactivité¢ de Tau-

1 diminue et la migration des protéines tau est ralentie (Hanger et al., 1992; Ishiguro et
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al., 1992a; b; 1993). Cette kinase est associée aux microtubules et aux PHF (Ishiguro et
al., 1992b). Elle semble plus spécifique des résidus Ser-Pro. La phosphorylation par la
GSK3 ou TPKI ne parait pas affecter la liaison des protéines tau aux microtubules
(Mandelkow et al., 1992).

11 est difficile de savoir quelles kinases sont impliquées dans la MA, car toutes les
études sont réalisées in vitro. Est-ce que seules les kinases peuvent provoquer une
hyperphosphorylation des protéines tau? Il est clair que la régulation de la
phosphorylation des protéines tau se fait également par les protéines phosphatases. Il est
facile d'imaginer qu'une diminution du taux des phosphatases entraine une augmentation
de 1'état de phosphorylation des protéines tau, diminue l'affinité des protéines tau pour les -
microtubules et meéne a l'apparition d'épitopes de type Alzheimer et a la formation de

PHF.

* Les protéines phosphatases: 11 existe quatre types de protéines Ser/Thr
phosphatases: les phosphatases 1, 2A, 2B et 2C (Ingebristen et Cohen, 1983). Elles sont
toutes retrouvées dans le cerveau, a des taux plus ou moins élevés. Certaines études ont
montré une diminution significative des activités phosphatasiques 1 et 2A dans les
cerveaux de sujets atteints de MA (Gong et al., 1993). Cependant, les phosphatases 2A et
2B peuvent déphosphoryler les tau-PHF in vitro (Gong et al., 1994a; b). De méme, la
phosphatase 2A et la calcineurine sont capables de déphosphoryler des protéines tau
recombinantes préalablement phosphorylées par la MAP kinase, ou GSK-3 (Goedert et
al., 1992b; Drewes et al., 1993). Cette déphosphorylation in vitro ne reflete pas

réellement la biologie, et les phosphatases actives in vivo n'ont pas encore été identifiées.
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III- 2- 4- 2- La phosphorylation anormale serait normale:

Récemment, Matsuo et al. montrérent que la phosphorylation de certains sites sur
les tau-PHF n'aurait rien d'anormale puisque ces sites sont retrouvés dans des biopsies de
tissu cérébral de sujet sain (Matsuo et al., 1994; Garver etal., 1994).

L'étude de Matsuo et al. a été réalisée sur des bi-opsies avec un délai post-opératoire
court voire nul, en utilisant des anticorps monoclonaux dépendants de la phosphorylation
(ATS, PHF-1, AT180, AT270) (Tableau 2). Ces sondes immunologiques détectent dans
les biopsies, un triplet de protéines tau hyperphosphorylées similaire a celui des tau-PHF.
Ces résultats suggérent que certains sites de phosphorylation Ser/Thr-Pro des tau-PHF
sont normaux. Néanmoins, l'anticorps monoclonal AT100, dépendant de la
phosphorylation ne détecte aucun triplet dans les biopsies. Il est donc spécifique des tau-
PHF, et démontre qu'il existe une différence entre les tau-PHF et les protéines tau
normalement phosphorylées (Tableau 2).

Une étude cinétique de déphosphorylation a également été entreprise sur le tissu
biopsique, et montre qu'aprés 2 heures a température ambiante, les anticorps
monoclonaux dépendants de la phosphorylation ne reconnaissent plus les protéines tau
déphosphorylées. Si le délai post-opératoire ou post-mortem est donc supérieur a 2-3
heures, les phosphatases restées trés actives, vont rapidement déphosphoryler les
protéines tau. Des études similaires montrent que cette phosphorylation des protéines tau
est également présente dans du tissu cérébral de rat 4gé, et qu'elle disparait trés
rapidement dés que le délai post-mortem augmente (Garver et al., 1994, Mawal-Dewan et
al., 1994; Matsuo et al., 1994). Ce phénomeéne de déphosphorylation n'avait jamais été
observé jusqu'alors, puisque la plupart des études réalisées sur les protéines tau, se faisait
sur du tissu autopsié ou sur du matériel purifié sans inhibiteur de phosphatases. Pour les
autopsies, les délais post-mortem des échantillons varient énormément, mais ils sont

toujours supérieurs & 2 heures. Dans le tissu cérébral normal obtenu a l'autopsie, 1'analyse
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des protéines tau montre qu'elles ne sont pas phosphorylées. Au contraire, dans la MA, le
triplet de protéines tau hyperphosphorylées (tau-PHF) est constamment retrouvé, quelque
soit le délai post-mortem.

Les tau-PHF sont beaucoup plus phosphorylées que les protéines tau purifiées des
biopsies (Matsuo er al., 1994). Le terme d’hyperphosphorylation des protéines tau dans la
MA est toujours valable. Méme si certains sites de ﬁ)hosphorylation sont retrouvés a la
fois sur les tau-PHF et les protéines tau normales biopsiques, il doit exister des sites ou
des conformations spécifiques aux tau-PHF. En effet, le marquage spécifique des tau-PHF

obtenu avec AT100, montre que 1a phosphorylation peut toujours étre impliquée (Tableau

2).

Tableau 2
Anticorps Feetus Biopsie Tau-PHF

AT270 + + ++
Tau-1 +/- + -

ATS + + -+
AT180 + + ++H+
PHE-1 + + ++
AT100 - - -

Des questions peuvent se poser: Pourquoi les tau-PHF restent-elles phosphorylées et
s'agrégent-elles? Il semble qu'il y ait plusieurs possibilités: 1) les phosphatases seraient
inactives dans la MA; ii) les protéines tau emprisonnées dans les PHF seraient
inaccessibles aux phosphatases; iii) il existerait une conformation spécifique des tau-PHF

entrainant leur agrégation; iv) il y aurait une anomalie d'adressage cellulaire (somato-
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dendritique ou axonal); v) il existerait d'autres modifications post-traductionnelles (N- ou
O-glycosylation) qui seraient responsables de 1a formation des PHF. Ces réponses ne sont

cependant que des hypothéses.
III- 2- 4- 3- Autres modifications des tau-PHF':

I1 existe en effet une autre modification des tau-PHF, qui est la glycation. Il s'agit
d'une modification liée a I'dge, qui se produit entre des groupements aminés de résidus
Lysine et des sucres, réaction encore appelée réaction de Maillard. Ce phénomene est
caractérisé par la formation de -produits intermédiaires ou produits d'Amadori, et de
produits finaux comme des pyrralines et pentosidines regroupés sous le terme anglais
AGE (Advanced Glycation End products). En produisant des sondes immunologiques
contre ces structures finales, Smith et al. (1994), montrérent que ces formes étaient
retrouvées dans les neurones en dégénérescence et les plaques séniles.

Une autre étude menée par Ledesma ez al. en 1994, montre qu'une fraction des tau-
PHF subit une glycation in vivo. Des analyses supplémentaires montrérent que la
glycation in vitro des protéines tau est possible. Cette glycation conduit a une diminution
de leur affinité pour les microtubules (Ledesma et al., 1994).

A T'heure actuelle, il est trés difficile de savoir si la glycation est essentielle dans la

formation des PHF ou si elle n'est que secondaire.

II1- 3- Altération des neurotransmetteurs:

La MA est caractérisée par la présence de lésions localisées dans certaines parties

du cerveau. Ces lésions affectent préférentiellement certaines populations neuronales.
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Afin de les déterminer, 1l faut trouver des marqueurs spécifiques de ces populations
neuronales, comme les neurotransmetteurs. Au tout début, la MA était considérée comme
un déficit de I'innervation cholinergique. Mais rapidement les recherches montrérent que
d'autres systemes de neurotransmetteurs étaient également affectés.

Un déficit cholinergique est observé, notamment avec une baisse de l'activité de
l'enzyme de synthése de 1'acétylcholine, la choline acé’tyltransférase. Les baisses les plus
importantes sont observées dans le cortex temporal et I'hippocampe. Les neurones qui
projettent leurs prolongements cholinergiques dans le cortex temporal et I'hippocampe,
font partie du noyau basal de Meynert. Des dépGts amyloides et des neurones en
dégénérescence y sont retrouvés, ce qui pourrait expliquer ce déficit.

Des déficits d'autres systemes de neurotransmission sont observés:

*systémes noradrénergiques: le locus cceruleus est le siege d'une dépopulation
neuronale de 50 & 70%, dans la MA. Une altération des projections noradrénergiques
corticales a été mise en évidence.

*systemes dopaminergiques: le locus niger ne semble pas atteint. Les voies
nigrostriées sont touchées mais de fagon modérée.

*systémes sérotoninergiques: Le noyau du raphé est touché par une dépopulation
neuronale, et les voies ascendantes venant du raphé sont 1ésées.

*systemes 4 acides aminés: Une diminution de l'activité des neurones
glutamatergiques corticaux projetant sur le striatum est observée.

*systémes peptidergiques: Le taux de la somatostatine est constamment abaissé
dans le cortex des sujets atteints de la MA. Cette diminution de la somatostatine cérébrale
semble &tre en parfaite corrélation avec la gravité de la détérioration intellectuelle, et est

I'une des anomalies importantes de la neurotransmission (Signoret et Hauw, 1991).
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1V- ETIOLOGIE DE LA MALADIE D'ALZHEIMER:

IV- 1- Facteurs de risque:

L'age est un facteur de risque (facteur épidémiologique) incontestable de la MA.
D'autres facteurs de risque comme le sexe, 1'dge de la mére a la naissance du sujet, des
antécédents de traumatisme cranien ont été décrits mais ils sont plus ou moins contestés.
Des facteurs environnementaux (aluminium, agent excitotoxique...) pourraient également
favoriser la maladie.

Dans le chapitre sur les co-facteurs, nous avons décrit 'apolipoprotéine E et ses
différentes isoformes E2, E3 et E4. Des études ont montré que l'allele €4 est un facteur de
risque (facteur génétique) de la MA. En effet, sa fréquence est plus élevée dans des
formes tardives et précoces de la MA, qu'elles soient familiales ou sporadiques. Le risque
de développer une MA est augmenté de 3 2 6 fois pour les porteurs d'un allele €4, et de 6

a 12 fois pour les porteurs des deux alleles (pour revue, Chartier-Harlin et Pérez-Tur,

1995).

IV- 2- Facteurs génétiques:

Bien que la majorité des cas de MA soit sporadique, plusieurs arguments favorisent
une implication de facteurs génétiques dans les formes familiales. Nous avons déja parlé
de l'allele €4 de l'apolipoprotéine E. De plus, chez des jumeaux monozygotes, si l'un des

jumeaux est atteint de la MA, l'autre a un risque élevé (de 'ordre de 40%) de développer
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la maladie (Nee et al., 1987). La présence d'antécédents familiaux constitue un risque
majeur de développer la maladie, et dans certaines familles, la maladie est transmise selon

un mode autosomique dominant (Folstein, 1989).

IV- 2-1- Le chromosome 21;

Des similitudes histologiques entre la trisomie 21 et la MA ont orienté les premiéres
études génétiques sur le chromosome 21. Dans la trisomie 21, l'expression de 'ARN
messager du PP est augmentée.

Des mutations sur le codon 717 du géne du 8PP ont ét€ identifiées dans des formes
familiales de MA a début précoce. Ces mutations transforment la valine en une isoleucine
(Goate et al., 1991), en une phénylalanine (Murrell et al., 1991) ou en une glycine
(Chartier-Harlin ez al., 1991). Elles ne sont jamais retrouvées dans la population normale.
Il existe également des mutations aux codons 670/671 qui transforment la lysine et la
méthionine respectivement en asparagine et leucine, dans certaines formes familiales a
début précoce (Mullan et al., 1992).

D'autres mutations au niveau des codons 692 et 693 ont été également retrouvées,
mais elles ne sont pas spécifiques de la MA.

Les mutations trouvées sur le géne du BPP, spécifiques des formes familiales
précoces de la MA, sont situées de part et d'autre de la séquence du peptide AB. La
mutation 717 modifierait le clivage situé dans la partie carboxy-terminale du peptide A3
conduisant a la formation d'un peptide plus long (42 & 43 acides aminés). L'ajout de ces
acides aminés entraine une augmentation de 1'hydrophobie et l'insolubilité du peptide.
Cela expliquerait I'agrégation du peptide A a faible concentration (Tamaoka et al.,

1994). Les mutations 670 et 671 favorisent le clivage 8-secrétase et augmentent ainsi la
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concentration de peptide amyloide libéré facilitant son agrégation (Citron et al., 1992).

L'accumulation du peptide AB induirait alors la DNF.

IV-2-2- Le chromosome 14:

Les mutations sur le chromosome 21 ont été retrouvées chez peu de formes
familiales de MA a début précoce. Des études génomiques montrérent qu'il existe une
association génétique entre formes familiales précoces de MA et une région du
chromosome 14 (Schellenberg et al., 1992). Des génes-candidats de la MA sont localisés
dans cette région. Il s'agit des génes de la protéine de choc thermique (HSP 70), de la
protéine c-Fos et de 1'a-1-antichymotrypsine. Toutefois, des mutations sur ces génes n'ont

pas été mises en évidence.

IV- 2-3- Le chromosome 19:

Bien que la transmission de la MA puisse se faire selon un mode autosomal
dominant dans certaines formes a début tardif, d'autres facteurs génétiques, et
environnementaux peuvent conduire a la maladie. Des études génomiques ont montré
qu'll existe une association génétique entre des formes tardives de MA et le chromosome
19 (Pericak-Vance eral., 1991).

Parmi les geénes situés dans cette région, se trouve celui de 'apolipoprotéine E. A

I'heure actuelle, 1'allele €4 est considéré comme le facteur de risque génétique pour les

formes tardives de MA.
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IV- 2- 4- Conclusion:

Parmi les patients atteints de MA, le plus grand groupe est représenté par les cas
sporadiques a début tardif (45%), suivi des formes familiales a début tardif (30%), puis
des formes familiales & début précoce (15%) et enfin des formes sporadiques a début
précoce (10%). La majorité des formes familiales z‘i<début précoce (70%) serait liée au
chromosome 14 contre une faible proportion (5%) au chromosome 21. Des études
d'associations génétiques ont montré que les chromosomes 14 et 21 n'étaient pas
impliqués dans les formes familiales ou sporadiques a début tardif. Elles seraient plus
liées au chromosome 19 (pour revue, Van Broeckhoven, 1995). Il est possible que

d'autres liaisons génétiques existent, impliquant de nouveaux geénes candidats.

V- HETEROGENEITE DE LA MALADIE D'ALZHEIMER:

Il est clair qu'il existe une hétérogénéité génétique de la maladie. De plus, la
quantité et la distribution des lésions neuropathologiques sont différentes. Cette
hétérogénéité se retrouve dans d'autres aspects de la maladie (pour revue, Scheltens et al.,

1993).

Hétérogénéité selon l'dge de début: Des différences ont été trouvées entre les
formes séniles et préséniles de la maladie sur le plan clinique, pathologique et
biochimique. L'atrophie cérébrale et la perte neuronale sont beaucoup plus marquées dans

les formes préséniles que séniles, et elles affectent trés rapidement le cortex cérébral
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entrainant des troubles du langage et des réalisations gestuelles. Par contre, les formes ou
les troubles de la mémoire sont prédominants et les formes peu évolutives sont observées
chez les sujets dgés. Il faut également noter que les formes préséniles sont plus fréquentes

dans les cas familiaux.

Hétérogénéité des signes cliniques: L'aphasié n'est pas toujours observée, et il
semblerait que sa présence soit liée a la sévérité et la durée de la maladie. Toutefois, si
I'aphasie traduit un processus dégénératif cortical déja trés sévere, sa présence peut
cependant étre révélatrice: elle peut exprimer une vulnérabilité¢ de I'hémisphére gauche
chez certains patients {Scheltens ez al., 1993). La présence de signes moteurs a €té

associée a une forme d'évolution particulierement sévere.

Hérérogénéité selon l'évolution de la maladie: Elle est trés variable d'un sujet a
l'autre. Chez certains, 1'évolution est trés lente ou limitée & un secteur cognitif. Elle peut
évoluer progressivement ou par paliers. Les formes a évolution lente sont observées chez

les sujets dgés.

Hétérogénéité selon le sexe: La plus grande fréquence de la maladie chez la femme,
a suggéré que le sexe pouvait €tre un facteur impliqué dans la pathogénie.

11 est difficile de savoir actuellement si la variabilité des signes cliniques et
biologiques correspond a des variations liées & la sévérité de la maladie et/ou de la
topographie des 1€sions, ou s'il existe réellement des sous-groupes traduisant l'influence
de facteurs endogenes (génétique, sexe, processus différentiel du vieillissement...) et de
facteurs exogenes (toxiques ou infectieux). Quoi qu'il en soit, ces différences sont a
prendre en compte pour le diagnostic, et la mise au point de marqueurs biologiques

comme pour les essais cliniques.
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VI- APPROCHE THERAPEUTIQUE:

VI- 1- Modeles animaux et cellulaires de la maladie d'Alzheimer:

Il n'existe pas de bon modele de 1a MA. Les systémes in vitro sont trop simples et la
plupart des animaux n'ont pas un cortex suffisamment développé pour étre comparé a

celui de I'homme.

VI- 1- 1- Les modeles animaux:

L'animal qui se rapproche le plus de 'homme est le singe. Chez le singe 4gé, des
troubles comportementaux pouvant évoquer un déficit de la mémoire et des lésions
cérébrales de type plaques séniles ont été décrits (Price, 1986). Chez le mouton 4gé, des
neurones en dégénérescence peuvent étre retrouvés dans le cortex cérébral (Nelson et
Saper, 1994). 11 parait difficile d'obtenir un modele présentant 2 la fois des lésions de type
plaque sénile et neurones en dégénérescence. Il existe cependant un animal, le primate
lémurien Microcebus murinus qui présente a la fois des 1ésions cérébrales de type plaque
sénile et de DNF lorsqu'il est 4gé (Bons er al., 1994; Delacourte et al., 1995). Ces études
préliminaires nécessitent d'étre confirmées.

Un grand nombre d'études sur des souris transgéniques fut entrepris pour mettre au

point un modele animal de la MA. Nous n'évoquerons que les plus récents.

Une équipe américaine a obtenu des souris transgéniques qui expriment des taux

¢levés de BPP humain muté sur le résidu 717 (Valine en Phénylalanine) (Games et al.,
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1995). Cette mutation est associée a une forme familiale de MA (Murrell ez al., 1991).
Ces souris transgéniques développent de nombreuses 1ésions neuropathologiques de type
Alzheimer (dépdts amyloides colorés par la thioflavine S, des plaques neuritiques, une
perte synaptique et une réaction gliale). Aucune dégénérescence neurofibrillaire n'était
visible dans le cerveau des souris transgéniques. Malgré un faible échantillonnage, il
semble que la densité des dépdts amyloides augmenfe avec 1'dge, comme chez I'homme.
Ces résultats montrent que les dépdts amyloides apparaissent les premiers. Ce modéele
permettrait I'étude de molécules visant & diminuer la production de peptide AR et/ou

réduire sa neurotoxicité in vitro.

Une autre équipe a réalisé des souris transgéniques qui ont intégré dans leur
génome, le géne codant pour l'isoforme longue des protéines tau (Gotz et al., 1995). Par
la technique d'hybridation in situ, les auteurs ont localisé les ARN messagers des tau
humaines au niveau des cerveaux des souris transgéniques. Les taux d'/ARN messagers
sont cependant variables d'une population neuronale & une autre. Au niveau protéique,
I'isoforme tau humaine ne représente que 10% des isoformes tau murines. Des études
immunohistochimiques montrérent que, dans les souris transgéniques, la localisation des
tau était axonale et somatodendritique. En utilisant des anticorps dépendants de la
phosphorylation, PHF-1 et AT8, un certain nombre de neurones était marqué dans les
souris transgéniques, et aucun marquage n'était visible chez les souris témoins. Les

changements observés chez les souris transgéniques semblent intéressants et prometteurs.
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VI- 1- 2- Les modeles cellulaires:

VI- 1- 2- 1- Transfections cellulaires

De nombreuses transfections ont été effectuées, et nous nous attarderons
essentiellement sur un modele récent de cotransfection isoformes de tau-protéines
kinases. Des cellules COS ont été transtectées pz;r les ADN complémentaires des
isoformes de tau et de GSK-3. L'étude biochimique des protéines tau issues de ces
cellules, montre que la migration électrophorétique des protéines tau est ralentie. Ces
protéines de masse moléculaire apparente plus élevée sont détectées par des anticorps

spécifiques des tau-PHF, mais pas par Tau-1 (Anderton et al., 1994).

VI- 1- 2- 2- Action d'inhibiteurs de phosphatases sur des cultures

cellulaires

Un inhibiteur de phosphatases a récemment été trés utilisé pour induire des épitopes
tau-PHF dans des lignées cellulaires, il s'agit de l'acide okadaique qui inhibe
spécifiquement les protéines phosphatases 1 et 2A (Cohen, 1989). Dans des cellules de
neuroblastomes (SKNSH-SYSY) différenciées, les protéines tau présentent des €pitopes
de type tau-PHF. Un traitement a l'acide okadaique permet de détecter des protéines tau
hyperphosphorylées de plus haut poids moléculaire (Sautiére ez al., 1994; Dupont-Wallois
et al., 1995). Des résultats similaires ont été retrouvés avec d'autres systemes cellulaires

(Vandermeeren et al., 1993; Vincent et al., 1994) et tissulaires (Harris et al., 1993).
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VI- 2- Traitement:

Compte tenu des nombreuses anomalies de neurotransmission dans la MA, et du
nombre de voies liées au processus de mémorisation, un certain nombre d'approches ont
pu étre envisagées. Ainsi, la majorité des essais proposés vise a suppléer une
neurotransmission déficitaire, dans le but de corrigerﬂ un symptome, a savoir les troubles
mnésiques. L'approche cholinergique a été envisagée, et des précurseurs de I'acétylcholine
(choline et lécithine) ont été testés, mais sans effet. Des inhibiteurs de
l'acétylcholinestérase ont été utilisés, tels que la physostigmine et la tétrahydroacridine
(THA) ainsi que des agonistes cholinergiques directs. D'autres approches ont également
été entreprises, mais n'ont eu aucun effet sur la maladie, entre autres des approches
aminergique, gabaergique et glutamatergique. Beaucoup d'autres perspectives ont été
envisagées pour essayer de traiter la MA (intervention de neuropeptides, facteurs
trophiques comme le NGF, cestrogénes...). A I'heure actuelle, la Tacrine (THA) a regu
une autorisation de mise sur le marché sous contrble hospitalier. Les avis quant a son
efficacité, restent cependant trés partagés: son action n'est bénéfique que sur un sous-
groupe de patients (au début de la maladie, dans les formes légéres & modérées), et ses
effets secondaires, incluant une hépatotoxicité, sont redoutables. Lorsque le patient
répond au traitement, 1'évolution de la maladie semble retardée.

Les traitements a venir visent a ralentir les deux grands processus pathologiques de
la maladie: la formation des dépdts amyloides et la DNF. Des molécules qui
empécheraient l'agrégation des constituants des dépdts amyloides ou qui auraient un effet

neuroprotecteur sont actuellement testées (Giacobini er al., 1988; Kisilevski et al., 1995).



RESULTATS-DISCUSSION
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En collaboration avec I'équipe du Professeur Pau (CNRS UMR 9921, Montpellier,
France) nous avons entrepris la production de sondes immunologiques monoclonales.
Notre but était d'obtenir des anticorps spécifiques de la dégénérescence neuronale de type
Alzheimer, pour caractériser les protéines tau incorporées dans les PHF (tau-PHF). Nous
avons préparé les immunogenes (préparations de tau-PHF), qui furent utilisés par 1'équipe
de Montpellier, pour immuniser les différentes souris. Ils ont obtenu des anticorps
monoclonaux, a partir de deux fusions. La caractérisation des anticorps monoclonaux s'est

effectuée de part et d'autre en utilisant des techniques complémentaires.

I- PURIFICATION DES PROTEINES TAU-PHF POUR L 'IMMUNISATION:

La plupart des préparations de tau-PHF sont basées sur l'insolubilité des PHF et la
thermostabilité des protéines tau. Certains auteurs ont cependant montré qu'une fraction
des tau-PHF n'est pas "emprisonnée" dans les PHF. En effet, aprés une centrifugation a
27000g, ces protéines sont retrouvées dans le surnageant. La centrifugation de ce
surnageant a 200000g, entraine ces protéines dans le culot. Cette fraction est alors soluble
dans des solutions contenant de 1'urée 8M (Képke et al., 1993). Ces tau-PHF "solubles”
sont phosphorylées de 1a méme maniére que les protéines tau incorporées dans les PHF. 11
est possible que ces protéines soient en fait des protéines tau normales
hyperphosphorylées, qui se sont retrouvées piégées dans les PHF et qui ont été libérées
par l'action de certains tampons. D'autres auteurs ont montré une résistance des tau-PHF
aux protéases comme la pronase (Wischik er al., 1988a; b). L'action de la pronase sur les
PHF ne laisse alors apparaitre qu'un fragment de 14 kDa, qui représenterait I'unité de base

des PHF. Ces résultats et d'autres montrent que les PHF sont donc formées de protéines
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tau insolubles (Wischik et al., 1988a; b; Greenberg et Davies, 1990; Kopke et al., 1993).
Ces demieres représentent donc un antigéne de choix pour obtenir des anticorps contre la

DNF de type Alzheimer caractérisée par la formation de PHF.

I- 1- Préparations de protéines tau-PHF:

Nous avons utilisé plusieurs préparations de tau-PHF pour l'immunisation des
souris, toutes faites a partir de cerveau de patients atteints de la MA.

Pour la premiere fusion, I'immunogene utilisé€ a été une des préparations purifiées
par chromatographie de gel filtration lors de notre D.E.A.. Bri¢vement, les protéines tau
~ thermostables étaient séparées par chromatographie de tamisage moléculaire en présence
de SDS (Matériels et Méthodes (M&M) p. 143).

Pour la deuxi¢me fusion, nous avons réalisé une préparation selon un protocole
modifié de Greenberg et Davies (1990). Ce protocole consiste & homogénéiser le tissu
dans un tampon Tris 10 mM pH 7,4, et récupérer le surnageant aprés centrifugation
(27000g) qui contient environ 50% de 1'immunoréactivité des tau-PHF. Les protéines tau-
PHF sont insolubles dans des solutions contenant des détergents zwittérioniques et du B-
mercapto-éthanol. En utilisant de telles conditions, les tau-PHF sont retrouvées dans les
culots aprés diverses centrifugations. Finalement, la derniére centrifugation consiste a
déposer la fraction insoluble sur coussin de sucrose (50%) et a récupérer la fraction 35-
50% qui contient majoritairement les tau-PHF(Greenberg et Davies, 1990).

Nous avons homogénéisé le tissu cérébral dans un tampon Tris 10 mM, pH 7,5. Cet
homogénat est déposé sur un coussin de sucrose (tampon Tris contenant du sucrose 0,5
M). Les 3 phases du surnageant (Sla, S1b, S1c) sont éliminées et le culot (C1) récupéré

apres centrifugation. Ce culot (C1) contient essentiellement les PHF. Il est ensuite
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de Triton X-100, SDS et DOC

Centrifugation a 10000g
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homogénéisé¢ dans le tampon Tris 10 mM en présence de Triton X-100, d'acide
déoxycholique et de SDS et chauffé & 100°C. Les tau-PHF étant thermostables, elles sont
partiellement retrouvées dans le surnageant (S2) aprés centrifugation, et une bonne partie
des autres protéines non thermostables se retrouve dans le culot (C2). Enfin, le surnageant
(82) est centrifugé a 45000 tours/min, pendant 2 heures & 4°C. Le culot contenant les tau-

PHF (appelé C3) est finalement récupéré (Figure 12) M&M, p. 144).

I- 2- Immunisation et criblage:

Les préparations enrichies en tau-PHF sont utilisées pour l'immunisation des souris.
Les lymphocytes contenus dans la rate sont fusionnés avec des cellules de myélome, selon
la technique décrite par Piechaczyk en 1985. Les surnageants de culture des clones ainsi
obtenus sont d'abord sélectionnés par ELISA. Les préparations de tau-PHF sont adsorbées
sur plaques ELISA, les anticorps secrétés qui sont dirigés contre cet immunogéne sont
ainsi facilement repérés. Cette étape a été réalisée par I'équipe de Montpellier.

Nous avons ensuite testé les clones positifs en ELISA par la technique des
immunoempreintes, permettant ainsi un deuxiéme criblage. Ce dernier était nécessaire du
fait de la présence dans la plupart des préparations de protéines contaminantes, en
particulier la GFAP. En effet, comme nous l'avons décrit précedemment, il existe au cours
de la MA, une gliose astrocytaire (Delacourte et Buée, 1989; Delacourte, 1990). Les
filaments gliaux sont probablement co-purifiés avec les PHF et ceci explique l'obtention
de nombreuses sondes dirigées contre la GFAP (Condamines et al., 1995) qui est une
molécule trés immunoréactive (Lewis et al., 1984). Nous avons également obtenu des
anticorps anti-neurofilaments (Figure 13). Finalement, parmi toutes les sondes obtenues,

deux anticorps sont intéressants car ils détectent les tau-PHF dans des homogénats totaux
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deux anticorps sont intéressants car ils détectent les tau-PHF dans des homogénats totaux
de cerveaux de patients atteints de MA. Apres clonage, ces anticorps ont ét€ dénommés
AD1 et AD2 (Figure 13).

Ces anticorps sont alors produits par injection des hybridomes dans la cavité
_péritonéale de souris. Ces derniéres développent une tumeur liquide appelée liquide
d'ascite. Les anticorps sont ensuite purifiés a partir du liquide d'ascite soit par
chromatographie d'affinité sur colonne de protéine A Sépharose CL-4B (AD2) ou par
filtration sur gel (AD1) (Condamines et al., 1995).

Une analyse plus fine de l'immunomarquage obtenu avec AD1 est réalisée par
immunoempreinte. Nous déposons sur électrophorése en gel de polyacrylamide en
présence de SDS, une alternance d'homogénats totaux de régions cérébrales de patients
atteints de MA et de cerveaux de sujets témoins. Les cerveaux de patients atteints de MA
sont riches en 1ésions neurofibrillaires, alors que ceux des témoins en sont exempts. Les
protéines séparées selon leur masse moléculaire sont ensuite transférées sur membrane de
nitrocellulose, avant d'étre incubées avec l'anticorps. AD1 détecte le triplet de protéines
tau dans tous les homogénats de cerveaux de patients atteints de MA (Figure 14).
Cependant, l'intensité du marquage est relativement faible. De plus, AD1 détecte les
neurofilaments H et M, le rendant de ce fait beaucoup moins spécifique du triplet de
protéines tau-PHF (Figure 14). L'une des caractéristiques majeures des protéines tau-PHEF
est leur hyperphosphorylation. L'étape suivante est donc de savoir si cet anticorps est
dépendant de la phosphorylation. Pour cela, nous avons déphosphorylé deux types
d'échantillons: la préparation de tau-PHF ayant servi 4 l'immunisation des souris (C3), et
un homogénat total de cerveau de patient atteint de MA. Nous faisons alors agir la
phosphatase alcaline sur les échantillons. Si 1'épitope d'’AD1 implique des groupements
phosphates, le traitement par la phosphatase devrait éliminer le marquage par AD1 du
triplet. Pour les deux échantillons non déphophorylés, AD1 détecte le triplet de protéines

tau (Figure 15). Par contre, si les échantillons sont déphosphorylés (avant ou aprés
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monoclonal AD1 laisse supposer qu'il est dirigé contre un site XSPVX phosphorylé
présent 2 la fois dans les neurofilaments H et M et les protéines tau. Il existe au niveau de
la séquence de la protéine tau deux régions communes avec les neurofilaments: les sites
ESPV et KSPV. L'épitope pourrait donc €tre localisé aux alentours de ces deux sites. Il est
également possible qu'AD1 reconnaisse un épitope plus conformationnel tel que ceux des
anticorps SMI (Sternberger et al., 1985). Cette hypothese est trés plausible du fait du
manque de reproductibilité de marquage des protéines tau-PHF. Néanmoins, cette
observation est insuffisante pour permettre une conclusion sans équivoque. En effet, AD1
est une immunoglobuline de classe M (Condamines et al., 1995). 11 est difficilement
maniable et il faut prendre des précautions pour le manipuler. Il supporte trés mal les
cycles de congélation-décongélation. Son incubation doit se faire dans du tampon
contenant 5% de lait délipidé, et malgré toutes les précautions, il arrive souvent qu'il y ait
beaucoup de bruit de fond.

Nous avons donc choisi de consacrer la plupart de notre travail de thése a la
caractérisation de l'anticorps AD2. Ce dernier est une immunoglobuline de classe G,
beaucoup plus stable (Condamines et al., 1995). Toutefois, les résultats d'AD1 seront

parfois donnés en comparaison.
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II- CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL
AD2:

II-1- Spécificité de 1'anticorps AD2:

L'étape suivante était d'analyser la spécificité d'’AD2 vis & vis des PHF et des

protéines tau-PHF.

II-1-1- Etude immunohistochimique:

En collaboration avec A. Wattez (INSERM U422, Lille) et le Dr. Hof (Mount Sinai
Medical Center de New-Y ork, Etats-Unis), nous avons pu montrer que 1'anticorps détecte
les neurones en dégénérescence sur des coupes de cerveaux de patients atteints de MA
(Figure 16 A et B). Cependant, aucun marquage n'est observé sur des coupes de cerveaux
de sujets sains, rendant cet anticorps spécifique de la DNF de type Alzheimer. De plus,
quelle que soit la technique utilisée pour la fixation du tissu et/ou son inclusion, AD2

détecte toujours les neurones en dégénérescence (M&M, p. 151).

II- 1- 2- Etude ultrastructurale:

Dans un premier temps, en collaboration avec le Dr. Reig et le Pr. Défossez
(INSERM U422, Lille), nous avons réalisé une étude ultrastructurale. Il s'agit de

déterminer si AD2 marque spécifiquement les PHF. Cette analyse a été effectuée sur du
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tissu biopsique, fixé, inclus et coupé pour les études de microscopie électronique. Les
grilles sont incubées avec l'anticorps AD2. 1l est lui méme détecté par un anticorps
marqué a l'or colloidal. AD2 décore les PHF de fagon spécifique, et notamment les
extrémités des PHF (Figure 16 C). Cette étude est originale, car les analyses précédentes
ont souvent été effectuées sur des préparations de tau-PHF. Le fait de travailler sur du
matériel biopsique montre que l'anticorps est spéciﬁqﬁe des PHF. De plus son épitope est
résistant aux différents traitements (fixation, inclusion) nécessaires & la microscopie
électronique. L'absence de marquage a certains endroits des PHF suggere que 1'épitope
d'AD2 n'est pas accessible a l'anticorps. Il est possible que 1'épitope soit masqué par
certaines modifications des PHF, comme l'ubiquitination (Bancher ez al., 1991), ou la
glycosylation (glycation) (Ledesma et al., 1994) qui empécheraient la fixation de

l'anticorps M&M, p. 154).

II- 1- 3- Etude biochimique:

Pour déterminer la spécificité d'AD2 pour les tau-PHF, nous avons d'abord réalisé
une expérience similaire a celle réalisée pour ADI1. Pour cela, nous déposons sur
électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS, une alternance
d’homogénats totaux de cerveaux de patients autopsi€s atteints de MA et de sujets
autopsiés témoins. Une fois, la séparation en fonction de la masse moléculaire terminée,
les protéines contenues dans le gel sont électrotransférées sur membrane de nitrocellulose.
L'immunodétection est réalisée avec l'anticorps AD2. Il est couramment utilisé & une
dilution élevée (1/16000 pur), ce qui correspond & une concentration de 0,3 pg/ml
d'anticorps produit en ascite et purifié. Nous avons également réalisé des dilutions

d'homogénats totaux de cerveaux Alzheimer, afin de connaitre la quantité minimale de
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protéines tau détectée par AD2. Ce dernier détecte les tau-PHF lorsque moins de 10 pug de
protéines totales sont déposées sur électrophorese (M&M, p. 140).

AD?2 détecte le triplet tau pathologique constitué des protéines tau 55, 64 et 69 dans
les cas Alzheimer (Figure 17 A). De plus, AD2 détecte des trainées qui sont
probablement des structures partiellement solubilisées dérivant des PHF. Ces trainées sont
spécifiques du tissu pathologique, puisqu'elles ne sont pas rencontrées dans les
homogénats de cerveau de sujets témoins. AD2 ne marque aucune autre protéine, comme
les neurofilaments ou d'autres MAPs. Dans le tissu sain autopsié, aucune

‘immunodétection n'est observée (Figure 17 A).

Pour confirmer la spécificité de cet anticorps, nous avons comparé son marquage a
celui des sondes immunologiques monoclonales dépendantes de la phosphorylation (Tau-
1 et SMI 34) et polyclonales dirigées contre les protéines tau (M19G et S28T). Les
mémes échantillons sont déposés sur électrophorése, puis transférés sur membrane avant
l'incubation avec les différents anticorps.

L'anticorps Tau-1, qui reconnait la séquence 192-204 lorsque les sérines
199 et 202 sont déphosphorylées, ne marque que le groupe des protéines tau normales
dans les échantillons Alzheimer et témoins (Figure 17 B). Il faut cependant noter que le
marquage obtenu avec Tau-1 est plus intense dans les échantillons témoins que dans les
échantillons Alzheimer. Ces résultats suggérent qu'une partie des protéines tau normales
dans le cerveau de patient atteint de MA est agrégée dans les PHF et est phosphorylée au
site de Tau-1.

Les anticorps M19G et S28T sont des anticorps polyclonaux qui sont
respectivement dirigés contre les séquences 1-19 et 400-427 de l'isoforme longue des
protéines tau humaines (Giannakopoulos et al., 1994b; Sautiére et al., 1994). Ils détectent
le triplet pathologique et les protéines tau normales dans les homogénats de cerveaux de

patients atteints de la MA, ainsi que le groupe des protéines tau normales dans les
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échantillons témoins (Figure 17 C et D). Cette comparaison permet d;affirmer que
l'anticorps AD?2 est spécifique du triplet de protéines tau-PHF.

Le dernier anticorps utilisé est 1'anticorps anti-neurofilament, SMI 34 . 11
marque les neurofilaments H et M (Sternberger et al., 1985). La recherche de son épitope
sur les protéines tau a montré qu'il est conformationnel, et se situe entre les sérines 235 et
396. Sa fixation est dépendante de 1'état de phbsphorylation des protéines tau
(Lichtenberg-Kraag et al., 1992). Dans les homogénats totaux de cerveaux témoins, il
détecte les neurofilaments. Pour les cas Alzheimer, il détecte en plus des neurofilaments,

le triplet pathologique, avec une intensité relativement faible (Figure 17 E).

Les résultats obtenus avec les différentes sondes immunologiques montrent que
AD?2 est une sonde spécifique des tau-PHF, donc de la dégénérescence neuronale de type
Alzheimer. Il ne détecte que le triplet de tau-PHF, et aucune autre protéine du
cytosquelette. De plus, les caractéristiques de SMI34 (épitope phosphorylé) et Tau-1
(épitope déphosphorylé) laissent suggérer que l'épitope d'AD2 est dépendant de la
phosphorylation.

Précédemment, nous avons décrit des sondes immunologiques qui ont servi a mettre
en évidence des sites de phosphorylation, comme ATS, AT180, AT270 (Mercken et al.,
1992; Goedert et al., 1994). Ces sondes marquent difficilement les tau-PHF dans des
homogénats totaux de cerveaux de patients atteints de MA, puisqu'elles sont en faible
quantité. Ils détectent mieux les tau-PHF purifiées, ou les protéines tau recombinantes
phosphorylées in vitro (Biernat et al., 1992; Lichtenberg-Kraag et al., 1992; Goedert et
al., 1994; Otvos et al., 1994). AD2 est donc une sonde plus sensible, puisqu'il détecte les
tau-PHF dans des homogénats totaux. Ce type d'outil immunologique permet une analyse

directe et rapide du cortex cérébral, sans faire de purification des protéines tau-PHF.
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II- 2- Anticorps dépendant de la phosphorylation:

Etant donnée la spécificité de l'anticorps AD2 pour les tau-PHF et le marquage
obtenu avec Tau-1 et SMI 34, la liaison de la sonde immunologique AD2 semble
dépendante de la phosphorylation de son épitope. Pour vérifier cela, nous avons analysé
l'action de la phosphatase alcaline sur des homogénats totaux de cerveaux de patients
atteints de MA et de sujets témoins autopsiés. Si le marquage de l'anticorps est lié 2 la
phosphorylation de son épitope, alors l'action de la phosphatase alcaline devrait I'éliminer.
De plus, si la déphosphorylation des échantillons a lieu avant 1'électrophorese, elle va
induire une augmentation de la migration électrophorétique conduisant a une diminution
de la masse moléculaire apparente des protéines tau.

Nous avons donc eu deux approches, quant a l'action de la phosphatase alcaline:

* La déphosphorylation d'homogénats totaux de cerveau de patients atteints de MA,
apres électrophorese et transfert sur membrane de nitrocellulose: différentes quantités de
protéines totales d'un homogénat de cerveau Alzheimer (100, 50 et 20 pLg) sont déposées
sur électrophorése. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, les différents puits
sont incubés ou non avec la phosphatase alcaline. Une fois la réaction terminée, la
membrane de nitrocellulose rincée est incubée avec les différents anticorps.

* Une déphosphorylation des homogénats totaux témoins et Alzheimer, avant dépot
sur électrophorese: Les homogénats traités par la solution de Laemmli (Laemmli, 1970)
sont dialysés contre un tampon Tris 50 mM toute une nuit, avant d'étre incubés avec la
phosphatase alcaline, 2 37°C pendant 4 heures. La réaction est ensuite arrétée, en ajoutant
un volume égal de solution de Laemmli et en chauffant 3 100°C. Les échantillons sont

alors déposés sur électrophorese et analysés par la technique des immunoempreintes.
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II- 2- 1- Déphosphorylation aprés électrophorése et transfert sur

membrane de nitrocellulose:
II-2-1-1- Tau-1:

Tau-1 ne marque pas le triplet de tau-PHF quana celui-ci est natif. Il ne détecte que
le groupe des protéines tau normales, pour 100 et 50 pg de protéines totales déposées.
Aucune détection des protéines tau normales n'est visible, pour 20 g de protéines totales
déposées (Figure 18 A). Lorsque les différentes quantités de 1'homogénat de cerveau
Alzheimer sont déphosphorylées, Tau-1 marque le triplet de tau-PHF déphosphorylé. Ce
marquage est visible si 100 et 50 pg de protéines totales cérébrales sont déposées. Aucune
détection du triplet déphosphorylé n'est visible pour 20 pg de protéines totales déposées
(Figure 18 A) M&M, p. 149).

II-2-1-2- AD2:

Lorsque la membrane de nitrocellulose n'est pas incubée avec la phosphatase
alcaline, AD2 marque trés nettement les tau-PHF pour les trois quantités de protéines
totales déposées. Lorsque la membrane est incubée avec la phosphatase alcaline, le
marquage obtenu avec AD2 est différent. En effet, le marquage est beaucoup plus faible
pour les quantités 100 et 50 déphosphorylées, par rapport a celles non déphosphorylées.
Par contre, 1'immunodétection a totalement disparu lorsque 20 pg de protéine totales ont

été déposées et déphosphorylées (Figure 18 A).



-81- Résultats

II- 2- 2- Déphosphorylation avant électrophorese:

II- 2- 2- 1- Tau-1:

Nous avons déposé 20 [Lg de protéines totales d'homogénat de cerveau Alzheimer,
non déphosphorylées. Pour cet homogénat, Tau-1 ne détecte pas les protéines tau
normales (Figure 18 B). Ce résultat suggére qu'une partie des protéines tau normales est
phosphorylée au site de Tau-1 et est agrégée dans les PHF. Lorsque 1'échantillon est
déphosphorylé, l'anticorps détecte un groupe de protéines tau dont la migration
électrophorétique est augmentée. Cet ensemble de protéines déphosphorylées co-migrent
avec les protéines tau normales (Figure 18 B). La déphosphorylation de 1'échantillon s'est
donc bien déroulée. La méme expérience est réalisée sur du tissu sain. Lorsque
'échantillon n'est pas déphosphorylé, Tau-1 marque les protéines tau normales (Figure 18
- B). Aprés déphosphorylation, l'immunoréactivité de Tau-1 est augmentée. L'anticorps
détecte un groupe de protéines tau dont la masse moléculaire apparente est inférieure a
celle des protéines tau normales, suggérant que les protéines tau normales autopsiées sont

elles-méme phosphorylées au site de Tau-1 (Figure 18 B) (M&M, p. 148).
II- 2- 2- 2- AD2:

Lorsque I'homogénat Alzheimer n'est pas déphosphorylé, AD2 détecte le triplet de
tau-PHEF, que 1'échantillon soit déposé immédiatement aprés dialyse ou incubé 4 heures a
37°C, sans phosphatase alcaline (Figure 18 B). Ce résultat indique donc qu'il n'y a pas eu
de protéolyse pendant l'incubation de 4 heures, & 37°C. Par contre, lorsque 1'échantillon
Alzheimer est déphosphorylé, AD2 ne détecte rien, a l'exception de trainées (Figure 18

B). Ces trainées représentent du matériel insoluble partiellement déphosphorylé.
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La mé&me expérience de déphosphorylation est effectuée sur un homogénat de tissu
cérébral témoin. Dans ce cas, que 1'échantillon soit déphosphorylé ou non ne change rien

au marquage obtenu avec AD2, puisqu'il est négatif dans tous les cas (Figure 18 B).

II- 2- 3- Conclusion:

Ces résultats montrent que la liaison de l'anticorps AD2 dépend de la
phosphorylation de son épitope sur les tau-PHF. En effet, le marquage du triplet de tau-
PHF obtenu avec AD2 est aboli aprés action de la phosphatase alcaline, quelque soit la
méthode utilisée. Ces expériences de déphosphorylation vérifiées par l'anticorps Tau-1,
montrent que AD2 ressemble & un certain nombre d'autres anticorps déja décrits (ATS,
AT100, AT180, AT270, PHF-1). Au méme titre que les autres, AD2 va nous permettre de

décrire un site d'’hyperphosphorylation présent sur les tau-PHF.

II- 3- Expression de I’épitope lors du développement chez le rat:

Etant donné que l'anticorps AD2 reconnait spécifiquement les tau-PHF, nous
voulons déterminer a présent si AD2 détecte les protéines tau dans d'autres especes
animales. Nous avons pu montrer qu'il marque les protéines tau du rat, du porc et du beeuf
essentiellement. Chez le mouton, le marquage était trés faible. Vus nos résultats sur les
différentes espéces et pour des raisons de facilité, nous avons choisi de réaliser une étude

sur I'expression de 1'épitope d'AD2 chez le rat.
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II- 3- 1- Expression de 1'épitope dans du tissu cérébral de rat avec délai

post-mortem:

. A cette période, de nombreuses études montrent que des anticorps monoclonaux
spécifiques du triplet de protéines tau trouvé dans la MA, détectent les protéines tau dans
d'autres espéces au cours du développement. Ainsi Pope et al. (1993) montrent que
I'épitope de PHF-1 est présent dans les cellules de rétine de l'embryon de poulet (E6:
embryon de 6 jours). A PO (jour de I'éclosion), le signal est toujours présent, mais & P42 le
signal est totalement aboli. Les auteurs montrent que 1'épitope de PHF-1 est surtout
exprimé au niveau de l'axone, de fagon transitoire suggérant son role dans la formation
précoce de l'axone. D'autres études révelent que des résidus comme les Ser 202, Thr 231
et Ser 396 sont phosphorylés chez le feetus. Cette phosphorylation est régulée pendant le
développement et entralnerait une diminution de l'affinité aux microtubules (Bramblett ez
al., 1993; Goedert et al., 1993; Hasegawa et al., 1993; Watanabe et al., 1993).

Afin de savoir si la phosphorylation de 1'épitope d'AD?2 est également régulée lors
du développement, nous avons entrepris une étude biochimique et immunohistochimique
d'apparition et de disparition de 1'épitope d'AD2 en fonction de 1'dge chez le rat. Pour cela,
nous avons réalisé un élevage de rats Wistar, sacrifiés aux jours voulus (toujours aprés
leur naissance: de PO & P730), par décapitation. Aprés avoir décapité un rat, un
hémisphére est immédiatement plongé dans une solution contenant 4% de
paraforrﬁaldéhyde pour I'étude immunohistochimique; l'autre hémisphére cérebral est
conservé pour I'étude biochimique. A ce moment de la thése, nous ne prenions pas garde a
la durée du délai post-mortem. Ce temps est donc différent d'un hémisphére & un autre. La
variation n'est certes pas énorme entre deux cerveaux mais, elle dépend néanmoins du
nombre d'animaux sacrifiés par séance, notamment pour les rats aduites. Ainsi, la durée

moyenne de 'extraction & 'homogénéisation avant l'analyse est d'environ 45 min.
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II- 3- 1- I- Etude biochimique:

Les cerveaux de rats sacrifiés au jour voulu sont homogénéisés dans la solution de
Laemmli dans un rapport 1/10 (p/v), puis chauffés & 100°C pendant 10 min (Laemmli,
1970). Les différents échantillons sont ensuite déposés sur électrophorése en gel de
polyacrylamide 10-20%. Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose,
avant d'€tre incubées avec AD2. Les résultats obtenus montrent que l'anticorps AD2
marque une bande de fagon trés intense dés PO (Figure 19 A). Elle correspond &
l'isoforme "feetale" des protéines tau qui se situe vers 50 kDa. Cette protéine présente la
méme immunoréactivité pour AD2 jusque P8. L'immunoréactivité diminue & P9 puis
semble disparaitre & P21. Pour les rats plus 4gés, AD2 détecte un groupe de protéines, qui
semble correspondre aux protéines tau normales adultes (Figure 19 A). L'intensité du
marquage est cependant bien plus faible, suggérant que seule une fraction des protéines
tau est phosphorylée (M&M, p. 149).
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Nous avons réalisé une quantification de l'immunoréactivité des protéines tau pour
AD?2 en fonction de 1'dge (Graphe 1). A l'exception de PO, I'histogramme indique que
I'immunoréactivité pour AD2 diminue globalement en fonction de 1'dge. Il existe parfois
des variations d'intensité entre les 4ges, qui peuvent s'expliquer par une hétérogénéité du
signal due 2 des différences inter-individus. Des variations de temps dans les extractions

de cerveaux peuvent également expliquer les différences observées.

Un anticorps polyclonal anti-tau est également utilisé. Il détecte toutes les protéines
tau. L' apparition des isoformes adultes de protéines tau au cours du développement, se
traduit par un ralentissement de leur migration électrophorétique et une augmentation de
leur masse moléculaire (Figure 19 B). Ce phénoméne est trés visible, si le marquage
obtenu par I'anti-tau & P17 est comparé 2 celui obtenu a P270.

Nous avons également utilisé AD1 sur ces échantillons de cerveau de rats. Il
marque une protéine tau 2 50 kDa. Le marquage s'estompe trés vite avec l'dge. Le

marquage le plus intense est obtenu pour les neurofilaments H et M (Figure 20).

AD2 marque les protéines tau de rats lorsqu'ils sont trés jeunes. Lorsque les rats
sont sevrés, ce marquage disparait. Une quantification de I'immunoréactivité montre
également cette diminution du marquage. Ce résultat suggére donc que 1'épitope de
l'anticorps AD2 joue un rdle dans le développement. L'étude immunohistochimique nous
permettra de connaitre la localisation des protéines tau grice au marquage obtenu par
AD?2. La disparition du marquage coincide avec le sevrage, mais il réapparait lorsque les
rats sont plus 8gés. A cette période de notre theése, une étude sur les sites de
phosphorylation des protéines tau avait été effectuée chez le rat (Watanabe et al., 1993).
Les auteurs avaient comparé 1'état de phosphorylation entre les protéines tau "feetales” et
les protéines tau de cerveaux de rats adultes. Leurs résultats montraient qu'il existe une

différence de phosphorylation. Les protéines tau "feetales" seraient beaucoup plus
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phosphorylées que les protéines tau adultes. Une autre étude a également suggéré que
I'expression des protéines phosphatases est régulée au cours du développement. La
protéine phosphatase étudiée, la calcineurine ne semble étre exprimée qu'aprés P7 (Polli
et al., 1991). Si les phosphatases ne sont pas exprimées avant un certain temps, la
déphosphorylation des protéines n'est pas possible. Les anticorps dépendants de la
phosphorylation vont alors facilement détecter les protéines. La phosphorylation des
protéines tau est cependant hétérogene, et certains sites restent phosphorylés chez I'adulte
(notamment les Ser 396, 404) (Watanabe et al., 1993). Néanmoins, seule une fraction des
protéines tau adultes est phosphorylée. Si une fraction des protéines posséde des sites

phosphorylés, il n'est pas étonnant d'obtenir un marquage mé€me trés faible des protéines

tau chez le rat adulte, avec AD2.

II- 3- 1- 2- Etude immunohistochimique:

Nous avons eu la possibilité de travailler sur des coupes d'embryon de rat & 14-15
jours de gestation, fournies par le Dr. E. Maubert (Caen, France) (Maubert et al., 1994).
Le marquage obtenu par AD2 est trés intense au niveau du systéme nerveux. Il se situe au
niveau de la région du tube neural, et la plupart des structures qui composent le tube
neural sont fortement marquées (Figure 21 A). Deux zones peuvent étre distinguées: une
zone centrale non marquée par AD2, qui correspond aux cellules qui n'ont pas encore
migré et qui ne sont pas différenciées, et une zone plus périphérique détectée par AD2 qui
représente les cellules nerveuses qui ont migré et qui sont différenciées. Ces résultats
suggerent donc un rble de la phosphorylation de 1'épitope dans la différenciation lors du
développement. Les racines rachidiennes, les ganglions spinaux dorsaux et la chafne para-
vertébrale sont également fortement marqués (Figure 21 B et C) (M&M, p. 152).

Des coupes histologiques de cerveaux de rats sacrifiés aprés la naissance, ont été

également effectuées. En effet, apres le sacrifice du rat, un hémisphére est immédiatement
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plongé dans une solution & 4% de paraformaldéhyde pendant 24 heures. Le bloc est
ensuite mis dans une solution de sucrose, puis inclus dans du Tissu-Tek avant d'€tre
stocké a -80°C. Les coupes de cerveau sont réalisées sur cryostat et récupérées sur lames
gélatinées. Elles sont ensuite incubées avec l'anticorps. En parallele a 1'étude
immunohistochimique, des colorations au bleu de toluidine sont effectuées afin de
visualiser 1'évolution de la cytoarchitecture au cours du développement. Nous nous
sommes alors focalisés sur 'hippocampe qui est une région assez caractéristique. Les
études réalisées sur le tissu post-natal nous ont permis d'aborder les techniques
d'immunofluorescence. Du cerveau de rat sacrifié¢ au deuxi¢me jour de la naissance (P2)
au cerveau de rat sacrifié au cinquiéme jour apres la naissance (P5), un marquage diffus et
fibreux est retrouvé (Figure 22 A et B). Les corps cellulaires ne sont pas marqués, seules
les fibres nerveuses le sont. Sur un cerveau de rat sacrifié au quinziéme jour apres la
naissance, le marquage est nettement diminué, mais quelques fibres restent cependant
marquées (Figure 22 C).

Comme pour les résultats biochimiques, 1'étude immunohistochimique montre que
I'anticorps AD2 marque le systtme nerveux chez le rat. Le marquage est trés fort chez
I'embryon et les rats jeunes. Chez l'embryon, l'anticorps détecte le tube neural et les
structures qui le composent, les ganglions spinaux dorsaux et les fibres émergeant de ces
ganglions. Aprés la naissance, le marquage est essentiellement neuritique. 11 semble
qu'aucun corps cellulaire ne soit marqué. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Fawcett et al. (1994). Les auteurs montraient en effet, que des anticorps anti-tau marquent
le systtme nerveux dans des embryons de rat au quinzie¢me jour de gestation. Ils détectent
la région du tube neural, les ganglions rachidiens dorsaux, les racines rachidiennes. Ils
marquent €galement la partie distale de nerfs périphériques au niveau de cdnes de
croissance axonale. Le marquage obtenu avec AD2 est similaire et montre que son

épitope est phosphorylé au cours du développement chez le rat. La phosphorylation au
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site d'AD2 semble donc jouer un réle au cours du développement, et notamment dans la

croissance neuritique.

II- 3- 2- Etude de l'expression de 1'épitope dans du tissu cérébral de rat

sans délai post-mortem:

Matsuo et al. (1994) ont montré, que la phosphorylation des protéines tau-PHF
pouvait étre retrouvée dans des cerveaux sains humains. Ce genre d'étude (sans délai post-
mortem) a été également réalisé chez le rat adulte, et les résultats montrent la présence de
protéines tau hyperphosphorylées dans le tissu cérébral (Garver et al., 1994; Mawal-
Dewan et al., 1994; Matsuo et al., 1994).

Nous avons donc entrepris une étude sur des cerveaux de rats adultes (11 mois et
plus de 12 mois), pour voir si I'épitope d'AD2 est également retrouvé. Aprés avoir
décapité le rat, son cerveau est extrait de la boite crinienne en moins de 2 min et
directement plongé dans l'azote liquide jusqu'a homogénéisation dans la solution de
Laemmli. En paralléle a cette étude, nous réalisons une cinétique de déphosphorylation.
Pour cela, des cerveaux placés dans l'azote liquide sont homogénéisés dans un tampon
Tris contenant des inhibiteurs de protéases (1/5; p/v). L'homogénat est ensuite laissé a
température ambiante pendant 24 heures. Des fractions sont prélevées a différents temps
d'incubation (entre O et 24 heures) et mélangées & la solution de Laemmli (1/2; v/v), puis
chauffées 10 min a 100°C avant d'€tre déposées sur électrophoreése en gel de
polyacrylamide. Aprés transfert sur membrane de nitrocellulose, les protéines sont
incubées avec les anticorps AD2, Tau-1 ou M19G.

Les résultats montrent que la déphosphorylation est trés rapide, et qu'en moins de 2
heures, elle est complete. En effet, AD2 détecte un ensemble de protéines tau de masse

moléculaire légerement supérieure a celle des protéines tau 55, 64 et 69 du triplet
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pathologique, pendant la premiére heure (Figure 23 A). Plus aucun marquage n'est
observé pour des temps plus longs (jusque 24 heures) (Figure 23 A). Pour vérifier qu'il
s'agit d'une déphosphorylation et non d'une protéolyse, nous avons incubé la méme
membrane de nitrocellulose avec l'anticorps polyclonal M19G. Cet anticorps indépendant
de la phosphorylation détecte les protéines tau dans tous les couloirs (Figure 23 B). Le
marquage obtenu par cet anticorps montre qu'il y a eu déphosphorylation, puisqu'un
ralentissement de la migration électrophorétique peut &tre observé. Ce résultat suggeére
donc qu'une déphosphorylation des protéines tau par des phosphatases endogenes s'est
effectivement déroulée, entrainant une diminution de la masse moléculaire apparente.

Cependant, il faut également noter qu'aprés 4 heures d'incubation, une protéolyse du tissu

apparait (M&M, p. 150).

Aussi, nous avons réalisé une étude cinétique sur 90 min. La méme technique est
utilisée et les temps d'incubation varient entre 0 et 90 min. Les résultats obtenus avec
AD2 montrent que I'anticorps détecte toujours le groupe de protéines tau au début de la
cinétique. La bande la plus basse est beaucoup moins marquée par l'anticorps AD2.

Cependant, I'immunoréactivit€ diminue au fur et 3 mesure de la cinétique (Figure 23 C).

Nous avons réalisé€ une quantification de I'immunoréactivité des protéines tau pour
AD2. L'histogramme (Graphe 2) montre une diminution nette de l'immunoréactivité
entre 0 et 90 min. Cette diminution est trés rapide entre 0 et 30 min, puisque

l'immunoréactivité chute d'un facteur 6. Ensuite, la diminution est beaucoup moins nette.
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Pour montrer que la perte d'immunoréactivité est bien liée & une déphosphorylation,
nous avons utilisé 1'anticorps Tau-1 sur les mémes échantillons. Tau-1 qui se fixe sur les
protéines tau déphosphorylées au niveau des Ser 199 et 202, détecte un groupe de
protéines tau plus important que l'anticorps AD2. Il marque en plus du groupe de
protéines tau reconnues par AD2, une bande mineure de plus faible masse moléculaire, au
cours de la cinétique. Le marquage obtenu avec cet anticorps montre également que la
déphosphorylation des différents échantillons entraine une augmentation de leur
migration électrophorétique (Figure 23 D).

Nous avons également quantifié l'immunoréactivité des protéines pour Tau-1
(Graphe 3). A l'inverse de l'anticorps AD2, les résultats indiquent une augmentation

globale de I'immunoréactivité, au cours du temps. Cependant, aprés 60 min d'incubation,



-91- Résultats

I'i'mmunoréactivité diminue. Il semble qu'il y ait eu un début de protéolyse, entrainant une

diminution de l'intensité du marquage de Tau-1.
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Ces résultats montrent donc qu'il existe une déphosphorylation trés rapide menée
par les protéines phosphatases endogénes du tissu cérébral. En moins de deux heures, les
échantillons sont déphosphorylés. La quantification de 'immunoréactivité des protéines
tau pour AD2 et Tau-1 montre que les protéines tau sont soumises a une
déphosphorylation rapide au cours du délai post-mortem. Ces résultats confirment ceux
obtenus par Matsuo et al. et Mawal-Dewan et al. en 1994. Ces expériences nous montrent
que le délai post-mortem est trés important dans 1'étude de la phosphorylation des

protéines tau normales. Il est cependant évident qu'il est difficile d'obtenir du tissu

cérébral humain sain autopsié sans délai post-mortem, a l'exception de biopsies
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cérébrales. De plus, la déphosphorylation qui se déroule dans un homogénat total de
cerveau de rat ne reflete pas la réalité d'un délai post-mortem. En effet, les différents
compartiments cellulaires sont mélangés entrainant des changements moléculaires trés
rapides (par exemple, déphosphorylation et protéolyse). Nous avons donc réalisé une

expérience supplémentaire sur le rat.

Nous avons sélectionné des rats femelles et miles adultes de méme age et leur
avons injecté de I'hydrate de chloral 2 600mg/kg en dose intrapéritoniale de 3 ml. Cette
dose est létale pour le rat et provoque la mort en 5 min. Nous avons alors laissé les
animaux sur le c6té, pour mimer la réalité de 1'autopsie chez 'homme. Nous avons alors
réalisé une "cinétique d'autopsie”, et les temps étaient compris entre 0 et 4 heures (0, 10,
20, 30, 45, 60 min, 2 et 4 heures). Pour chaque temps, un rat femelle et un rat mile sont
décapités et leurs cerveaux extraits en moins de 2 min, puis ils sont plongés dans l'azote
liquide avant d'étre homogénéisés dans la solution de Laemmli et analysés par la
technique des immunoempreintes avec les anticorps AD2 et Tau-1. Sur les m&mes
électrophoréses, nous avons déposé un homogénat total de cerveau de patient atteint de
MA et un homogénat total de cerveau de rat a P5S.

AD2 détecte trés fortement I'isoforme de la protéine tau "feetale" a PS5, et les
protéines tau hyperphosphorylées de rat adulte au temps O de la cinétique de
déphosphorylation (Figure 24 A). Nous pouvons déja remarquer que 1'immunoréactivité
de la protéine tau feetale de rat PS5 est nettement supérieure a celle du temps O de la
cinétique de déphosphorylation. A 10 min, I'immunoréactivité est diminuée et ne cesse de
I'étre au cours de la cinétique. Il semble que le signal disparaisse entre 2 et 4 heures de
cinétique. Cette expérience de déphosphorylation in vivo montre que la
déphosphorylation est rapide, méme lorsque le cerveau est laissé dans le corps de

I'animal. Cette expérience refléte mieux la réalité du délai post-mortem rencontré lors
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d'une autopsie. II est clair que comparée & 1'homogénat total, la déphosphorylation
s'effectue plus lentement dans ces conditions post-mortem.

Nous avons quantifié 1'immunoréactivité des protéines tau pour AD2 (Graphe 4).
L'histogramme correspondant indique une diminution nette de I'immunoréactivité pour
AD?2, suggérant que la déphosphorylation est rapide au cours du délai post-mortem. Cette
quantification montre également que la protéine tau feetale 2 PS5 (Nouveau-né) est
nettement plus phosphorylée que la protéine tau adulte phosphorylée au temps 0 de la

cinétique de déphosphorylation in vivo.
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L'anticorps Tau-1 a été également utilisé pour cette étude. Il permet de montrer que
la déphosphorylation des protéines tau a eu lieu (Figure 24 B). L'anticorps détecte aussi
la protéine tau feetale de rat a PS5, ainsi que l'ensemble des protéines tau adultes
phosphorylées au temps O de la cinétique. A partir de 10 min de cinétique,
I'immunoréactivité¢ du groupe de protéines tau est intense, mais les protéines tau sont
différentes de celles au temps 0 de la cinétidue. En effet, il semble qu'une
déphosphorylation ait déja eu lieu, et ait entrainé une différence de mobilité
électrophorétique des protéines tau. Au cours de la cinétique, cette mobilit€ augmente de
plus en plus, elle est induite par la déphosphorylation des protéines tau.

Ces résultats montrent que le délai post-mortem joue un réle trés important sur la
déphosphorylation des protéines tau. En effet, la déphosphorylation est trés rapide; en
moins de 4 heures, I'ensemble des protéines tau adultes phosphorylées est déphosphorylé.
Cette déphosphorylation aboutit au groupe de protéines qualifiées de normales. Cette
étude montre également que l'anticorps AD2 reste spécifique des protéines tau-PHF,
puisque dés que la déphosphorylation est amorcée, son signal disparait. Cette analyse
représente également un moyen plus fiable pour 'étude de I'influence du délai post-
mortem sur les protéines tau, puisqu'elle mime la réalité de l'autopsie. De plus,
contrairement aux travaux de Matsuo et al. (1994) et Mawal-Dewan et al. (1994), ce
travail a ét€ réalisé sur des homogénats totaux de cerveau de rat, et non sur des
préparations de protéines tau hyperphosphorylées. II montre clairement qu'il existe des
différences de phosphorylation au niveau des sites Ser/Thr-Pro pour les protéines tau
hyperphosphorylées (a la fois AD2 et Tau-1 immunoréactives). Ces variations dans le

degré de phosphorylation pourraient étre liées a des rbles biologiques différents.
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II- 4- Caractérisation de 1'épitope:

Jusqu'a présent nous avons décrit un anticorps qui est spécifique des tau-PHF
rencontrées au cours de la MA. Il ne détecte pas les protéines tau normales de cerveaux
adultes sains obtenus 2 'autopsie. Cet anticorps est dépendant de la phosphorylation, sa
fixation sur les tau-PHF nécessite que le motif reconnu soit phosphorylé. Il détecte les
protéines tau dans différentes espéces animales, comme le rat, la souris, le beeuf, le porc
et le mouton.

L'étape suivante est donc de déterminer la séquence de I'épitope d'’AD2. Nous
savons que la fixation de l'anticorps dépend de 1'état de phosphorylation de son épitope.
D'autre part, il existe différents types de phosphorylation (type neurofilament, type feetal).
Déterminer quel genre de phosphorylation est reconnu par AD2 peut nous aider dans la

caractérisation de l'anticorps. C'est ce que nous développons dans les paragraphes

suivants, pour arriver finalement 2 la caractérisation proprement dite de 1'anticorps.

II- 4- 1- Phosphorylation de type neurofilament:

Comme nous l'avons précédemment décrit, des anticorps anti-neurofilaments
peuvent marquer les neurones en dégénérescence, suggérant que les neurofilaments sont
associés aux PHF (Haugh et al., 1986; Miller et al., 1986; Lee et al., 1988). En fait, ce
marquage pourrait &tre dii A 1'existence de réactions croisées, car il existe des séquences
communes entre protéines tau et neurofilaments (Ksiezak-Reding et al., 1987; Nukina et
al., 1987). Ces séquences sont de type XKSPX ou XESPX. Une recherche d’homologie
de séquence entre protéine tau et neurofilaments, montre que le motif XESPX est
commun aux protéines tau et aux neurofilaments NF-L, alors que le motif XKSPX est

commun aux protéines tau et aux neurofilaments NF-H et NF-M, ou il est répété un grand
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nombre de fois. A l'inverse des neurofilaments, les protéines tau ne renferment qu'un
motif XESPX dans la partie amino-terminale, et un motif XKSPX dans la partie carboxy-
terminale.

Certains anticorps monoclonaux anti-neurofilaments (SMI 31, SMI310, SMI 33 et
SMI 34; Sternberger et al., 1985) peuvent se lier aux protéines tau, au niveau de sites
dépendants de la phosphorylation (Lichtenberg-Kraag et al., 1992). D'autres anticorps
comme l'anti-neurofilaments SMI 32 sont des anticorps indépendants de la
phosphorylation (Lee et al., 1988; Zhang et al., 1989). En collaboration avec le Pr.
Morrison et le Dr. Vickers, nous avons montré que les neurones de la région
hippocampique chez les personnes 4gées non démentes, étaient fortement marqués par
des anticorps anti-neurofilaments (SMI 310 et 32), cette augmentation de marquage étant
liée a l'age. Ces résultats suggérent que la région hippocampique est une région
vulnérable & 1la DNF (Vickers et al., 1994). Lors de cette étude, nous avons utilisé
l'anticorps SMI310, qui est un anticorps monoclonal dépendant de la phosphorylation,
dirigé contre les neurofilaments H et M. Il reconnait également les protéines tau-PHF
vraisemblablement au niveau du site KSPV (Lichtenberg-Kraag et al., 1992). Nous avons
pu montrer que le marquage des tau-PHF par cet anticorps dépend de sa dilution. Ainsi, a
une dilution de 1:5000, seul le marquage des neurofilaments est observé, par contre pour
une dilution de 1:1000, un marquage des neurofilaments et des tau-PHF peut étre observé

(Figure 25) (Vickers et al., 1994).

Si des anticorps anti-neurofilaments peuvent marquer les neurones en
dégénérescence, il est possible que des anticorps anti-tau puissent détecter les
neurofilaments. Si l'anticorps détecte les neurofilaments, la localisation de son épitope
sera plus aisée, étant donnée l'existence de séquences communes entre tau et

neurofilaments. I1 s'agit du raisonnement que nous avons eu avec AD1.
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Sur des homogénats de cerveau de patients atteints de MA, AD2 ne détecte que le
triplet de tau-PHF (Figure 17 A). I ne détecte en aucun cas, les protéines tau normales de
tissu cérébral sain obtenu & l'autopsie. Les différentes isoformes des neurofilaments ne
sont pas marqués par AD2 ni dans les homogénats totaux de cerveaux de patients atteints
de MA, ni dans le tissu cérébral sain obtenu a l'autopsie. Lorsqu'une préparation de
neurofilaments de moelle épini¢re humaine est déposée sur électrophorése et analysée par
la technique des immunoempreintes, aucun marquage des différentes isoformes n’est
obtenu avec AD2 (Figure 26). Ces résultats suggérent que l'anticorps AD2 ne reconnait
pas les séquences communes aux protéines tau et aux neurofilaments. Contrairement 2

AD1, il est spécifique des protéines tau incorporées dans les PHF.

II- 4- 2- Phosphorylation de type feetal:

En 1989, Thara propose que les isoformes feetales des protéines tau sont incorporées
dans les PHF. En effet, cette expression de type feetal permettrait aux neurones de
survivre, en émettant de nouveaux prolongements. Cependant, Goedert et al. (1989b)
montrent par des techniques de biologie moléculaire, la présence d'isoformes adultes au
sein des neurones pyramidaux susceptibles de développer une DNF. Ces résultats
suggeérent que ces isoformes (qui possédent les quatre séquences répétitives dans leur
partie carboxy-terminale) sont présentes au sein des PHF. En 1992, Kanemaru et al.
montrent que la phosphorylation des tau-PHF au niveau de la Ser 404 est en fait de type
feetal. L'hypothése de sites communs de phosphorylation entre tau-PHF et tau feetale
émerge alors. Nous savons déja que l'anticorps AD2 reconnait les protéines tau de rat trés
jeune. Nous avons alors vérifié que notre sonde immunologique reconnait également un

site de phosphorylation de type feetal, chez I'homme.
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Nous disposons au laboratoire d'une banque de tissu cérébral contenant quelques
échantillons de tissu feetal humain. Aprés dépot sur électrophorése et immunoempreintes,
AD?2 marque la protéine tau feetale humaine vers 50 kDa, de fagon assez intense dans des
homogénats totaux de tissu cérébral feetal humain (Figure 27 A). AD2 est donc dirigé
contre un site de phosphorylation retrouvé chez le feetus.

A ce moment de la theése, sachant que l'anticorbs ne détectait pas les protéines tau
normales dans un tissu cérébral 4gé sain obtenu a l'autopsie, nous voulions savoir si
I'épitope persistait ou disparaissait rapidement avec 1'dge. Nous disposons au laboratoire
d'échantillons de cas témoins, avec des dges différents. Pour notre étude, nous avons
choisi d'analyser le cortex frontal de différents cas autopsiés dgés de 2 mois a 65 ans.
Apres dépdt sur électrophorése et immunoempreintes, nous avons pu comparer le
marquage obtenu avec AD2 & celui observé dans le tissu fcetal humain et dans le cerveau
d'un sujet atteint de MA. Dés I’age de deux mois, le marquage disparait et ne réapparait
pas chez I’adulte quelque soit 1'dge (Figure 27 A). Le marquage par AD2 n'est visible que
dans le feetus et le malade Alzheimer. L'épitope reconnu par AD2 semble donc jouer dans
le développement. Afin de vérifier 'existence des protéines tau normales au sein des
échantillons étudiés, nous avons utilisé un anticorps polyclonal indépendant de la
phosphorylation, M19G. Cet anticorps détecte les protéines tau normales dans tous les
échantillons déposés (Figure 27 B).

Il existe donc des sites communs de phosphorylation entre tau-PHF et protéines tau
feetales. Concernant AD2, la Ser 404 étant la premiere Ser décrite pour la phosphorylation
de type feetal, nos premiéres conclusions étaient donc de dire que AD2 reconnaissait la
région de la Ser 404 (Kanemaru et al., 1992). Ultérieurement, des études utilisant des
anticorps monoclonaux dépendants de la phosphorylation, montrérent que la plupart des
sites Ser/Thr-Pro était retrouvée phosphorylés dans les protéines tau feetales (Pope et al.,

1993; Bramblett er al., 1993; Goedert et al., 1993; Watanabe et al., 1993; Morishima-
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Kawashima et al., 1995). AD2 est donc dirigé contre un site Ser/Thr-Pro phosphorylé,

puisqu'il détecte les protéines tau feetales et les tau-PHF.

II- 4- 3- Localisation de 1'épitope:

L'étape suivante est donc de déterminer par cartographie peptidique, la localisation
de I'épitope de AD?2 sur les protéines tau. Mais déterminer le site de liaison a partir d'un
homogénat total de cerveau de patient atteint de MA, n'est pas chose simple. En effet,
nous savons que les protéines tau-PHF sont insolubles. Elles ne se solubilisent bien, que
dans des tampons contenant au moins 5% de SDS. A de telles concentrations en
détergent, des enzymes protéolytiques comme la trypsine ne peuvent pas agir. Aussi, il
nous a semblé plus aisé de travailler sur du tissu feetal. Cependant, I'obtention de tissu
feetal humain n'est pas facile, essentiellement pour des raisons éthiques. De plus, dans les
deux cas (feetus humain et Alzheimer) il s'agit de matériel rare, dans le sens ol nous en
avons peu. Sachant que l'anticorps AD2 reconnait les protéines tau de cerveau de rat
jeune, il nous semble plus facile de travailler sur un tel tissu. De plus, ce matériel est
facile a obtenir par rapport au tissu humain. Finalement, travailler sur le cerveau de rat
présente un autre avantage, celui d'une meilleure solubilité des protéines tau par rapport
aux tau-PHF. Pour les expériences concernant la cartographie peptidique, nous avons
toujours utilisé des cerveaux de rats dont I'dge n'excéde jamais 15 jours, de fagon 2

toujours avoir une immunoréactivité importante avec AD2 quelque soit le délai post-

mortem.
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II- 4- 3- 1- Cartographie peptidique:

Afin de déterminer le site de liaison de l'anticorps monoclonal AD2, nous avons
purifié les protéines tau de cerveau de rat en mettant 2 profit leur solubilité dans l'acide
perchlorique (Lindwall et Cole, 1984b). Ainsi, aprés homogénéisation du tissu cérébral
dans un tampon MES, pH 6,5 contenant des ions Mg2* et des inhibiteurs de protéases,
I'homogénat (H) est centrifugé et le surnageant (S1) récupéré. L'acide perchlorique est
ajouté au surnageant (S1) pour obtenir une concentration finale de 2,5% (v/v). A cette
concentration, les protéines tau restent solubles alors que la majorité des autres protéines
précipitent. Aprés une centrifugation basse vitesse, les protéines tau présentes dans le
surnageant (S2) sont alors précipitées par 7 volumes de méthanol, permettant d'obtenir
une préparation trés enrichie en protéines tau (C3) (Figure 28). Nous avons déposé les
différentes fractions obtenues pendant la préparation des protéines tau de rats relativement
agés, sur électrophorése, que nous avons ensuite analysées par la technique des
immunoempreintes. Pour toutes les fractions, nous avons déposé les mémes volumes.
Nous pouvons observer qu'aprés traitement par 1'acide perchlorique, les protéines tau sont
immunoréactives pour l'anticorps polyclonal anti-Tau (Figure 28). De plus, la coloration
au rouge Ponceau révele une tres faible quantité de protéines cérébrales totales, indiquant
que la préparation est fortement enrichie en protéines tau. Cette préparation a €té réalisée
selon une modification de la méthode décrite par Fellous et al. (1977). Ces auteurs
utilisaient la propriété de thermostabilité des protéines tau, pour les purifier. Nous avons
répété leur expérience, mais avons finalement opté pour une purification par l'acide
perchlorique, car nous la trouvions plus efficace (M&M, p. 145).

Pour la cartographie peptidique, nous avons adapté cette préparation de protéines
tau normales, aux protéines tau feetales de rats jeunes. Au cours de la préparation enrichie
en protéines tau feetales de rat et malgré la présence d'inhibiteurs de protéases, une

protéolyse est survenue générant de nombreux fragments peptidiques de masse
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moléculaire s'étalant de 50 a 8§ kDa. La préparation enrichie en protéines tau est alors
déposée sur un gel d'électrophorese spécialement congu pour la séparation des petits
fragments. Il s'agit d'un gel & 10-20% d'acrylamide, dont le tampon constitué de tricine
permet une meilleure résolution dans les faibles poids moléculaires, par rapport aux
tampons standards (Schigger et Von Jagow, 1987).

La préparation de protéines tau fcetales a été déposée en excés (500 pg de
protéines), sur toute la largeur du gel. Aprés transfert sur membrane de nitrocellulose 0,2
um adaptée aux fragments de faibles poids moléculaires, nous pouvons alors découper
une série de bandelettes (1 cm de large), qui sont ensuite incubées avec des sondes
immunologiques mono- ou polyclonales (M19G, K238§, 135, V17G, SMI31, S28T et 134)
dirigées contre les différentes parties de la molécule de tau. Le but de cette expérience est
donc de déterminer le plus petit fragment peptidique reconnu par AD2 et de situer sa
position sur la protéine tau grice aux autres anticorps.

Tous les anticorps, y compris AD2, détectent la protéine tau native a2 50 kDa
(Figure 29). La protéine apparait comme une bande large, car beaucoup de matériel a été
déposé. 500 pg de la préparation ont été déposés, de fagon a détecter le maximum de
fragments de petite masse moléculaire. AD2 détecte plusieurs fragments de taille variable,
et en particulier un peptide de 10kDa (Figure 29). Ce fragment est également détecté par
d'autres sondes immunologiques comme les anticorps 135, V17G, SMI31, S28T et 134
(Figure 29). Ces anticorps sont dirigés contre des épitopes situés dans la région carboxy-
terminale (de l'acide aminé 323 2 I'acide aminé 441). Par contre, des anticorps dirigés
contre la région amino-terminale (anticorps M19G et K23S), ne détectent pas ce fragment
(Figure 29) Ces résultats indiquent que l'anticorps AD2 est dirigé contre une partie de la
région carboxy-terminale. A cette période, trois sites de phosphorylation sont décrits dans
cette région carboxy-terminale des tau-PHF: les résidus Ser 396, 404 et 422 (Lee et al.,
1991; Hasegawa et al., 1992; Kanemaru et al., 1992). Ces résultats, combinés aux

précédents montrent que l'anticorps AD2 est dirigé contre un motif situé dans la partie
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carboxy-terminale. AD?2 ne reconnaissant pas les neurofilaments, nous n'avons pas retenu
le motif KSPV comme site de liaison de I'anticorps. Comme la Ser 404 était la seule Ser
phosphorylée identifiée dans le tissu feetal, nos résultats nous ont amenés & penser que
I'anticorps était peut-&tre dirigé contre la région de la Ser 404. A ce moment 13, aucun
article n'avait décrit 1'existence d'anticorps monoclonaux contre ce site. Seul, un anticorps
polyclonal anti-PHF (anti-ptau 2) produit & partir de PHF isolées par l'acide formique
avait été décrit comme reconnaissant la Ser 404 phosphorylée (Kanemaru et al., 1992).
Pour vérifier I'hypothése que nous avangons, il y a plusieurs possibilités: utiliser un
peptide phosphorylé sur ce résidu Ser ou réaliser une phosphorylation in vitro des

protéines tau recombinantes natives ou mutées.

II- 4- 3- 2- Le peptide S11N:

Nous avons alors fait synthétiser un peptide phosphorylé de 11 acides aminés appelé
S11N, par la Société¢ Neosystem, Strasbourg. Il correspond a la séquence de la Ser 400 a
I'Asn 410 (Ser-Gly-Asp-Thr-Ser-Pro-Arg-His-Leu-Ser-Asn). Le résidu Ser souligné
correspond 2 la Ser 404 qui est phosphorylée. Le but est de déterminer si ce peptide peut
&tre reconnu par l'anticorps AD2. En parallegle a cette étude, nous avons réalisé¢ des
anticorps polyclonaux. Nous avons donc couplé le peptide S11N a l'ovalbumine par la
glutaraldéhyde. Nous avons alors injecté le peptide couplé a deux lapins, en commengant
par des injections sous cutanées, puis intraveineuses (le protocole est décrit dans le
chapitre M&M, p. 136). Sur les deux lapins, un seul a produit des anticorps. Cet anticorps
marque le triplet de protéines tau-PHF dans des homogénats totaux de cerveaux de
patients atteints de MA. Le marquage n'est cependant pas trés fort. L'anticorps S11IN
détecte également les trainées caractéristiques de structures insolubles pathologiques. Il

détecte également les protéines tau normales dans les cerveaux Alzheimer et témoins
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(Figure 30). Le peptide S11N qui contient la Ser 404 phosphorylée pourrait inclure
1'épitope d'AD2.

Le peptide S11N est soluble dans un tampon phosphate 0,1 M et a ét€ déposé par
dot-blot sur membrane de nitrocellulose 0,2 um et Immobilon P (M&M, p. 139). Dans les
deux cas, sa visualisation par une coloration réversible comme avec le Rouge Ponceau est
tres difficile, du fait de sa petite taille. Une immunodétection par AD2 montre qu'il ne
détecte pas le peptide méme si une quantité importante de peptide (1 & 20 pLg) est déposée.
Nous avons alors testé AD2 sur le peptide déposé sur électrophorése en gel de
polyacrylamide (15%) en présence de Tricine, et transféré sur nitrocellulose 0,2 pm
(M&M, p. 141). Le peptide n'est jamais détecté par l'anticorps, en utilisant cette
technique. Ces résultats indiquent, que quelque soit la méthode utilisée, AD2 ne détecte
pas le peptide phosphorylé a la Ser 404. Plusieurs hypothéses sont & envisager. Tout
d'abord, AD2 ne reconnait pas le peptide phosphorylé, parce que sa séquence contient
trop peu d'acides aminés. En effet, nous avons vu au paragraphe précédant, que 'anticorps
AD?2 détecte un fragment dont la masse moléculaire apparente est de 10 kDa. Son épitope
serait plus conformationnel que séquenticl. Le peptide synthétique phosphorylé ne
posséderait pas une séquence assez longue pour étre reconnu. Une autre possibilité est que
la Ser 404 phosphorylée ne soit pas la seule responsable de la liaison de l'anticorps.
Plusieurs anticorps dépendants de la phosphorylation ont été décrits dans la littérature, et
certains (comme AT8 et PHF-1) sont dirigés contre des sites comportant au moins deux
résidus phosphorylables (Biernat et al., 1992; Otvos et al., 1994). 11 est possible que ces
phosphorylations doubles laissent apparaitre des conformations spécifiques aux tau-PHF.
De méme, Tau-1 est un anticorps dont la fixation nécessite que les Ser 199 et 202 soient
déphosphorylées (Lang et al., 1992). Nos résultats montrent que la phosphorylation de la
Ser 404 seule ne joue pas un role prépondérant dans la fixation de l'anticorps sur son

substrat.
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II- 4- 3- 3- Tau recombinantes et phosphorylations in vitro:

Les résultats obtenus avec le peptide synthétique S11N phosphorylé ne nous
permettant pas de préciser la localisation de 1'épitope sur les protéines tau, il faut trouver
une autre technique. Nous savons que dans la partie carboxy-terminale des tau-PHF ot se
trouve 1'épitope d'AD?2, il y a trois sites potentiels de phosphorylation. La majorité des
sites qui sont trouvés sur les tau-PHF sont de nature Ser/Thr-Pro, et les kinases
impliquées dans leur phosphorylation de type Proline Directed Protein Kinase (Lee et al.,
1991; Biernat et al., 1992; Drewes et al., 1992; Gustke et al., 1992; Kanemaru et al.,
1992; Hanger et al., 1992; Goedert et al., 1992b). Des phosphorylations in vitro sur les
protéines tau recombinantes peuvent €tre réalisées par des activités kinasiques isolées de
cerveau de rat ou de porc, ou par les protéines kinases purifiées (MAP kinase, GSK-3,
cdk-5) (Mandelkow et al., 1992; Goedert et al., 1993; 1994). Des anticorps dépendants de
la phosphorylation et dirigés contre des motifs Ser/Thr-Pro, ont ainsi pu étre caractérisés
(Goedert et al, 1994).

En 1988 et 1989, Goedert et al. isolent de certaines régions de cerveaux de sujets
témoins décédés, les ARN messagers des protéines tau dont ils se servent pour obtenir les
ADN complémentaires. Ces ADN complémentaires sont alors insérés dans des plasmides,
qui vont permettre leur expression dans des bactéries. Ainsi, ils ont pu obtenir les 6
isoformes des protéines tau recombinantes, qui co-migrent avec les protéines tau normales
humaines déphosphorylées (Goedert et Jakes, 1990).

L'isoforme la plus longue des protéines tau recombinantes (htau 40) a été fournie
par le Dr. M. Goedert (MRC, Cambridge, Angleterre). Nous disposons en fait des
bactéries (E. Coli) contenant le plasmide, appelé pRK 172 et qui permet 1'expression donc
l'isoforme tau (htau 40) sous le contrdle du promoteur de la polymérase T7. En parallele,

nous avons les bactéries qui ne contiennent pas le plasmide et servent donc de témoins.
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Pour phosphoryler les protéines tau recombinantes, nous avons préparé une activité
kinasique a partir de cerveau de porc. La technique de purification de la kinase est
identique a celle décrite par Biernat ef al. en 1992. Dans un premier temps, nous avons
effectué une cinétique de phosphorylation sur 7 heures (0, 30 min, 1, 2, 4, et 7 heures).
Ces premiers résultats montrent que l'anticorps AD2 détecte une protéine de masse
moléculaire apparente plus élevée que celle de 1'isoforme non phosphorylée. Cette bande
apparait aprés 4 heures d'incubation. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une
cinétique plus longue sur 24 heures (0, 12, 14, 16, 18 et 24 heures). L'anticorps AD2
détecte également deux bandes de masse moléculaire apparente plus élevée que l'isoforme
non phosphorylée (Figure 31 A). Elles sont trés- visibles entre 12 et 16 heures
d'incubation. Sur cette immunoempreinte a également été déposé l'extrait bactérien ne
contenant pas le plasmide, et incubé avec l'activité kinasique. Les deux bandes détectées
par AD2 dans les extraits bactériens contenant le plasmide, ne le sont pas dans les
bactéries sans le plasmide. Cette expérience montre donc que ces deux bandes sont
spécifiques. Nous avons alors utilisé Tau-1, afin de déterminer si la phosphorylation de la
protéine tau recombinante entraine une modification de la migration électrophorétique, et
si I'immunoréactivité de Tau-1 diminue au fur et & mesure de la phosphorylation. Au
temps z€ro de la cinétique, Tau-1 détecte une bande correspondant 2 la protéine tau non
phosphorylée dans l'extrait bactérien contenant le plasmide (Figure 31 B). Aprés 12
heures d'incubation, Tau-1 détecte en plus de 1'isoforme non phosphorylée, une deuxieéme
bande de masse moléculaire plus élevée. Elle correspond en fait A la bande de masse
moléculaire la plus petite détectée par AD2. Aprés 16 heures d'incubation,
l'immunoréactivité de Tau-1 diminue. Le fait que cette immunoréactivité diminue et que
I'anticorps AD2 ne détecte plus rien aprés 16 heures d'incubation, suggére que cette
diminution est le résultat d'une protéolyse (M&M, p. 146-147).

11 faut également noter que I'immunoréactivité de 1'anticorps AD2 est relativement

faible. Cette faible détection peut s'expliquer par le fait que l'isoforme tau ne soit pas
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purifiée de l'extrait bactérien. La détection serait plus forte, si une une quantité plus
importante de matériel était déposée. Cependant l'activité kinasique préparée 2 partir de
cerveau de porc, est contaminée par une fraction de protéines tau normales. Lorsque
l'extrait bactérien ne contenant pas le plasmide est incubé avec l'activité kinasique et
déposé sur électrophorése, les protéines tau normales de cerveau de porc sont visibles, en
utilisant Tau-1. Il est donc difficile de déposer plus de matériel phosphorylé, puisque cela
implique d'incuber 1'échantillon avec plus d'activité kinasique, donc plus de protéines tau
de cerveau de porc, donc augmenter le risque de faire une erreur d'observation.

Ces expériences montrent donc que la phosphorylation in vitro de 1isoforme la plus
longue des protéines tau entraine l'apparition de 1'épitope de l'anticorps AD2. Elle
représente donc un moyen de déterminer la localisation précise de 1'épitope, soit par
protéolyse et cartographie peptidique, soit par mutagénése dirigée sur htau 40. Cette
derniere s'effectue en changeant les séquences nucléotidiques codant pour des Ser ou des
Thr par des séquences codant pour des résidus Ala. De ce fait, en changeant un résidu Ser
ou Thr en un résidu Ala, la phosphorylation ne peut plus se faire a ce site.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr. Goedert (MRC, Cambridge,
Royaume Uni). Le but est donc de phosphoryler les isoformes natives ainsi que les
isoformes mutées in vitro. Si l'anticorps est dépendant de la phosphorylation, il
reconnaitra alors I'isoforme phosphorylée. En changeant tel ou tel résidu, il est alors
possible de connaitre la localisation de I'épitope sur l'isoforme, par absence de détection
par l'anticorps. Nous savons grice 2 la cartographie peptidique, que I'épitope se situe dans
la partie carboxy-terminale. La caractérisation précise de 1'épitope a donc été réalisée en
phosphorylant avec une activité kinasique de cerveau de rat, les protéines tau
recombinantes natives et mutées individuellement sur les 5 sites Ser/Thr-Pro contenus
dans la partie carboxy-terminale. Ces résidus sont les Ser 396, Ser 400, Thr 403, Ser 404
et Ser 422 (numérotation de l'isoforme la plus longue). Les protéines tau recombinantes

ont été purifiées (Goedert and Jakes, 1990; Crowther et al., 1994). Elles sont
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phosphorylées par une activité kinasique extraite de cerveau de rat. La technique de
purification de l'extrait kinasique est identique 2 celle que nous avons utilisée
précedemment, mais elle est faite 3 partir de cerveau de rat adulte (Goedert et al., 1993).
La réaction commence lorsque l'extrait kinasique est ajouté, et dure 24 heures. Certains
échantillons contenant des protéines tau recombinantes sont incubés de la méme fagon,
mais sans l'extrait kinasique. Ils constituent donc les témoins négatifs de 1'expérience de
phosphorylation. Une fois que la réaction est terminée, les différents incubats sont
déposés sur électrophorése en gel de polyacrylamide. Apres transfert sur membrane de
nitrocellulose, les protéines sont incubées avec les anticorps AD2 et 134. Ce dernier est
un anticorps polyclenal dirigé contre l'extrémité carboxy-terminale des protéines tau, il
reconnait 2 la fois les formes phosphorylées et non phosphorylées des protéines tau.

La phosphorylation des protéines tau recombinantes natives et mutées résulte en
l'augmentation de leur masse moléculaire apparente lorsqu'elles sont phosphorylées. Cette
augmentation de masse moléculaire est visible grice & 'anticorps polyclonal 134 (Figure
32 A). Les couloirs 1 et 2 représentent respectivement la protéine tau native dans un état
non phosphorylé et phosphorylé (Figure 32 A, B). L'anticorps AD2 détecte la forme
phosphorylée dans le couloir 2, alors que rien n'est détecté dans le couloir 1 (Figure 32
B). Cette expérience de phosphorylation in vitro montre une fois de plus que l'anticorps
AD?2 est dirigé contre un site phosphorylé. Les autres couloirs sont représentés par les
protéines tau dont certains résidus Ser ou Thr ont ét€ mutés en Ala. Aprés incubation avec
la kinase, dép0t sur €électrophorése et immunoempreinte, I'anticorps AD2 ne détecte plus
la protéine tau lorsqu'elle contient un résidu Ala a la place d'un résidu Ser a la position
396 (Figure 32 B). L'absence de marquage de cette isoforme mutée indique clairement
que la Ser 396 est impliquée dans la liaison de 1'anticorps AD2. Les autres protéines tau
mutées a différents endroits restent marquées par AD2, a l'exception de l'isoforme
contenant un résidu Ala & la place de la Ser 404 phosphorylée. En effet, lorsqu'elle est

transformée en Ala, le marquage de l'anticorps AD2 est beaucoup plus faible. Ce résultat
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suggere que la Ser 404 joue également un role dans la liaison de l'anticorps AD2 (M&M,
p. 147).

II- 4- 3- 4- Conclusion:

Ces expériences ont été entierement effectuées dans le laboratoire du Dr Goedert, &
Cambridge. Grice aux expériences de phosphorylation in vitro, nous avons pu déterminer
précisément la Ser reconnue par l'anticorps AD2. Il s'agit de la Ser 396 qui doit étre
phosphorylée. Il semblerait qu'il y ait également la participation d'un résidu Ser situé a
proximité, la Ser 404. Elle n'aurait qu'un réle secondaire, étant donné que le marquage de
AD?2 n'est pas totalement aboli, lorsque la Ser 404 est mutée en Ala. Ces résultats nous
ont tout d'abord surpris car la Ser 396 fait partie du motif KSPV, motif qui est retrouvé
plusieurs fois dans les neurofilaments. Or, AD2 ne détecte pas les neurofilaments. La
seule explication est que I'épitope reconnu par AD2 est spécifique des protéines tau, ce
qui implique la participation d'autres résidus autour de la Ser 396, telle que la Ser 404.
Cette région est trés immunogeéne, ce qui expliquerait pourquoi l'anticorps AD2 est si
affine pour les protéines tau. Ces résidus sérine sont suivis de résidus proline. Ils sont
donc la cible des protéines kinases dirigées contre des motifs Ser/Thr-Pro, comme les
MAP kinases, la GSK3.

Il existe un autre anticorps monoclonal qui reconnait les Ser 396 et 404 lorsqu'elles
sont phosphorylées. 1l s'agit de 'anticorps PHF-1. Il semble avoir les mémes propriétés

que l'anticorps AD2 (Otvos et al., 1994).
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I1I- EXPRESSION DE L'EPITOPE AU COURS DE DIFFERENTES MALADIES
NEURODEGENERATIVES:

L'anticorps monoclonal AD2 est spécifique des tau-PHF. Des ¢études
immunohistochimiques menées dans le laboratoire, sur des coupes de cerveaux de
patients atteints de la MA (MA), ont montré que l'anticorps AD2 est spécifique de la
DNF. Cette derni¢re est également observée dans d'autres maladies neurodégénératives,
telles que la maladie de Steele-Richardson-Olszewski (PSP pour le terme anglais
progressive supranuclear palsy), la dégénérescence corticobasale (CBD pour le terme
anglais corticobasal degeneration), le syndrome de 1'lle de Guam (ALS/PDC pour
amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism-dementia complex), et parfois dans la maladie
de Pick (Hof et al., 1991, 1992a, 1994a; Rewcastle, 1991). La DNF peut €tre observée
chez les personnes 4gées non démentes, ou elle est essentiellement localisée dans la
région hippocampique (Bouras et al., 1994; Giannakopoulos et al., 1994a, b). Les
composants antigéniques majeurs des neurones qui dégénérent dans la MA sont les
protéines tau hyperphosphorylées (Grundke-Igbal et al., 1986b; Delacourte et al., 1990;
Greenberg et al., 1992). Dans la plupart des maladies neurodégénératives citées ci-dessus,
une immunoréactivité pour les protéines tau a ét€ observée (Pollock et al., 1986; Tabaton
et al., 1988; Shankar et al., 1989; Cammarata et al., 1990; Trojanowski et al., 1993b). Le
but de notre étude est d'utiliser AD2 sur les différentes maladies neurodégénératives pour
voir si le profil électrophorétique des protéines tau est similaire. Dans ce chapitre, nous
décrivons les différents profils électrophorétiques des protéines tau rencontrés dans des
maladies comme la MA, la PSP et la CBD, le syndrome de I'ile de Guam, mais également

dans le vieillissement cérébral normal.
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II1- 1- La maladie d'Alzheimer:

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) est une des 1ésions histopathologiques
principales observées au cours de la MA. La microscopie optique a révélé la présence de
la DNF dans les grandes cellules pyramidales des couches infragranulaires (V-VI) des
aires corticales associatives. La DNF est trés peu retrouvée dans les couches
supragranulaires (II-IIT). Elle est trés abondante dans les régions frontale, temporale,
pariétale, dans le cortex entorhinal et I'hippocampe. Dans la région occipitale, la DNF est
rarement observée. D'autres aires corticales et sous-corticales peuvent €tre touchées. C'est
le cas du noyau basal de Meynert, de I'amygdale, du locus cceruleus et du raphe (Braak et
Braak, 1985; 1991; Rewcastle, 1991).

Plusieurs aires corticales et sous-corticales d'un cerveau de patient atteint sont
analysées par la technique des immunoempreintes en utilisant AD2. L'anticorps détecte le
triplet surtout dans les aires corticales associatives (temporale et frontale), 1'amygdale et
I'hippocampe (Figure 33). Cependant, dans ce cas I'immunoréactivité est relativement
faible dans I'hippocampe. Aucun marquage n'est observé dans l'aire motrice primaire et
dans les structures sous-corticales (basal ganglia et thalamus). Il faut également noter le
marquage du triplet dans la région occipitale (cortex visuel primaire). D'autres études ont
montré que les régions les plus touchées par 1a DNF sont les aires néocorticales (surtout le
cortex temporal) et la région limbique. La quantification de l'immunoréactivité montre
que le cortex associatif est plus touché que le cortex primaire sensitif. Le cas présenté ici
illustre bien I'hétérogénéité de la MA avec une distribution régionale de
I'immunoréactivité des tau-PHF qui varie d'un patient & un autre (Vermersch et al.,
1992a). Nous avons eu l'occasion de tester 1'anticorps monoclonal AT8 (Goedert et al.,

1995) sur des échantillons de cerveaux Alzheimer. Il détecte le triplet pathologique, plus
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difficilement que I'anticorps AD2 (Figure 33). AT8 sera également utilis€ pour I'analyse
des autres maladies neurodégénératives développées dans ce chapitre (Annexe III).

Pour les prochaines études sur les différentes maladie neurodégénératives et le
vieillissement, un homogénat total de cerveau de patient atteint de la MA est toujours

déposé simultanément, afin de comparer les profils électrophorétiques (M&M, p. 133-4).

III- 2- Le vieillissement normal:

La DNF est également retrouvée dans le vieillissement cérébral normal. Cependant,
sa localisation est restreinte 4 la formation hippocampique (Bouras et al., 1994;
Giannakopoulos et al., 1994a). Parfois, la DNF peut toucher le cortex temporal inférieur
(Hof et al., 1992b). Les résultats biochimiques montrent que la présence du triplet de tau-
PHEF est toujours corrélée a la DNF. En effet, le triplet tau 55, 64 et 69 est retrouvé dans le
cortex entorhinal et I'hippocampe (Vermeréch et al., 1992b).

En collaboration avec le Dr. Giannakopoulos et en utilisant l'anticorps polyclonal
anti-tau S28T, nous avons pu vérifier que sur les 12 cas étudiés, la plupart présente des
neurones en dégénérescence dans la formation hippocampique et dans le cortex temporal
inférieur. Finalement, en collaboration avec le Dr. Vickers, nous avons utilisé des
anticorps anti-neurofilament (SMI310 Sternberger et al., 1985) et anti-tau (Delacourte et
al., 1990) pour étudier la DNF dans I'hippocampe. L'ensemble de ces résultats montre que
la région hippocampique est vulnérable et rapidement atteinte par la DNF.

AD2 détecte le triplet de protéines tau dans le cortex entorhinal de plusieurs sujets
4gés non déments (Figure 34). Cependant, le marquage est moins fort que dans la MA,

suggérant que la quantité de protéines tau est moins importante.
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Dans le vieillissement normal, 'atteinte par la DNF se restreint donc a la formation
hippocampique. Cette DNF est de type Alzheimer, puisque les études biochimiques
montrent la présence du triplet de tau-PHF. Le triplet de protéines tau est présent dans la
région hippocampique de tous les cas 4gés de plus de 75 ans (Vermersch et al., 1992b).
Ces résultats biochimiques ne sont pas en accord avec de précédentes études
immunohistochimiques (Braak et Braak, 1991; Dickson ez al., 1991). Seule une équipe
avait montré la présence de DNF dans tous les cas non-déments étudiés (Bouras et al.,
1993; 1994). L'ensemble de ces résultats suggére que les sites de phosphorylation des

protéines tau-PHF dans le vieillissement cérébral et 1a MA sont identiques.

III- 3- La maladie de Steele-Richardson-Olszewski et la

dégénérescence corticobasale:

II- 3- 1- La maladie de Steele-Richardson-Olszewski ou PSP:

La maladie de Steele-Richardson-Olszewski a été décrite par Steele et al. en 1964.
Cette maladie neurodégénérative se caractérise sur le plan clinique, par une rigidité
axiale, une instabilité posturale, une perte du contrdle volontaire des mouvements
oculaires. A ces signes s'associent un sommeil perturbé, et souvent une démence. Sur le
plan neuropathologique, la PSP se caractérise par une perte neuronale, une gliose et une
DNF. La DNF a tout d'abord été décrite dans le basal ganglia, le tronc cérébral et le
cervelet (Steele et al., 1964). Cette localisation sous-corticale des lésions
neuropathologiques lui valut d'étre le modele des démences sous-corticales (Albert et al.,
1974; Cummings et Benson, 1984). Plus récemment, plusieurs études montreérent que la

DNF peut affecter des régions corticales, tel que le cortex moteur primaire. Celui-ci est
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d'ailleurs plus touché que les aires néocorticales associatives (Hauw et al., 1990; Hof ez
al., 1992a). Des études immunohistochimiques ont révélé que la distribution laminaire de
la DNF est différente dans la PSP, par rapport & la MA. En effet, les neurones en
dégénérescence sont plus nombreux dans les couches supragranulaires (II-1II) que dans
les couches infragranulaires (V-VI) (Hauw er al., 1990; Hof et al., 1992a). Des analyses
ultrastructurales ont effectivement montré qu'il existe une différence entre PSP et MA,
puisque ce sont des filaments droits et non des paires de filaments appariées en hélice qui
sont retrouvés dans la PSP (Tellez-Nagel et Wisniewski, 1973; Tomonaga, 1977;
Montpetit et al., 1985).

Malgré des différences structurales, les filaments droits et les PHF possédent des
composants communs, comme les protéines tau (Pollock et al., 1986; Tabaton et al.,
1988; Flament et al., 1991). Des études biochimiques ont montré par la suite, qu'un
doublet de protéines tau hyperphosphorylées (tau 64 et 69) est détecté dans les cerveaux
de patients atteints de PSP et non un triplet (Flament et al., 1991). De plus, une analyse
biochimique a révélé que les caractéristiques isoélectriques du doublet sont différentes de
celles du triplet. En effet, alors que la protéine tau 64 est le composé le plus acide dans la
MA, la protéine tau 69 est la plus acide dans la PSP (Flament et al., 1991). Récemment,
une cartographie biochimique a été faite sur plusieurs aires corticales et sous-corticales
d'un cerveau de patient atteint de PSP. Cette étude a révélé que le doublet de protéines tau
64 et 69 est retrouvé dans les régions sous-corticales, oli la DNF est présente. De plus,
certaines aires néocorticales sont touchées (Vermersch et al., 1994). Ces données
biochimiques sont donc en accord avec d'autres études immunohistochimiques, qui
montrent une atteinte néocorticale (Hauw ez al., 1990; Hof er al., 1992a). La présence de
DNF dans les aires corticales est toujours corrélée a la démence.

En collaboration avec le Dr. Hof et le Pr. Olanow, nous avons eu l'opportunité
d'analyser plusieurs aires corticales et sous-corticales d'un cerveau d'une jeune patiente

atteinte de PSP non démente (dgée de 33 ans). En utilisant la technique des
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immunoempreintes et AD2, nous avons pu mettre en évidence un doublet de protéines tau
64 et 69, uniquement dans le basal ganglia et le thalamus (Figure 35 A). Aucune des
autres aires étudiées ne présente le doublet, y compris 1'amygdale, I'hippocampe et les
aires de Brodmann 4, 9, 11, 17/18, 20 et 24. Par contre, d'autres patients atteints de PSP et
déments présentent le doublet de protéines tau 64 et 69 dans le néocortex et surtout dans
I'aire motrice primaire (aire de Brodmann 4) et dans les structures sous-corticales
(Vermersch et al., 1994). Ces résultats comparés a ceux de la littérature montrent que la
démence observée chez certains patients atteints de PSP, est corrélée & la présence d'un
doublet, donc de DNF dans les aires néocorticales. La PSP ne devrait dbnc plus étre

considérée comme le modele de démence sous-corticale.

III- 3- 2- La dégénérescence corticobasale ou CBD:

La CBD est une maladie neurodégénérative a évolution lente et & début tardif. Elle
se caractérise sur le plan clinique, par l'apparition de signes de rigidité associés a des
troubles cognitifs (apraxie et aphasie) et extrapyramidaux moteurs. Une démence 1égere
peut &tre observée dans certains cas, dans les derniers stades de la maladie (Rebeiz et al.,
1968; Rinne et al., 1994). L'examen neuropathologique montre la présence d'une gliose,
d'une perte neuronale et d'une DNF (Rebeiz et al., 1968; Ksiezak-Reding et al., 1994).
Récemment, Ksiezak-Reding et al. retrouvaient un doublet de protéines tau 64 et 69,
similaire 2 celui rencontré dans la PSP (Ksiezak-Reding et al., 1994).

En collaboration avec le Dr. Hof et le Pr. Olanow, nous avons analysé un cas de
CBD. L'analyse neuropathologique montre la présence de DNE. Contrairement 2 la
plupart des cas décrits dans la littérature, ce patient atteint de CBD présentait aussi
énormément de dépdts amyloides. Sans le diagnostic clinique, un tel tableau

neuropathologique serait suffisant pour suggérer une MA. Néanmoins, en utilisant la
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technique des immunoempreintes, AD2 détecte un doublet de protéines tau 64 et 69, dans
toutes les aires & l'exception des aires visuelles primaire et secondaire (Figure 35 B). Ce
doublet est comparable 2 celui retrouvé dans la PSP. La forte immunoréactivité de AD2
dans les aires 4 et 9 impliquées dans les fonctions motrices et intellectuelles perturbées
chez ce patient et la présence du doublet confirme le diagnostic clinique alors que les

résultats neuropathologiques suggéraient une MA.

HI- 3- 3- Conclusion:

Un doublet de protéines tau 64 et 69 est retrouvé dans la PSP et la CBD. Les
résultats biochimiques sont toujours bien corrélés aux données neuropathologiques. Les
protéines tau hyperphosphorylées sont toujours retrouvées dans les régions cérébrales
touchées par le phénomene de dégénérescence neuronale. Les résultats obtenus montrent

également que la démence est liée A une atteinte corticale.

III- 4- Le syndrome de I'lle de Guam:

Le syndrome de 1ile de Guam (ALS/PDC) est une maladie neurodégénérative
prévalente dans la population Chamorro de 1'1le de Guam, située dans 1'Océan Pacifique
(Hirano et al., 1961; Brody et al., 1975; Garruto et al., 1986). L'étiopathogénie de la
maladie reste encore inconnue, bien que des facteurs environnementaux comme
I'aluminium ou des agents neurotoxiques, aient été mis en cause (Kurland,1988). Sur le
plan clinique, la sclérose latérale amyotrophique (ALS) de Guam n'est pas distincte des

autres formes sporadiques d'ALS et se traduit par des troubles moteurs des membres
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inférieurs et supérieurs. La démence de type syndrome Parkinsonien (PD) se traduit par
un déclin intellectuel progressif et des signes extrapyramidaux (Hirano et al., 1961; Chen
et Chase, 1986). Les deux aspects de la maladie sont fréquemment associés, mais ils
peuvent étre observés séparément (Elizan et al., 1966).

Sur le plan neuropathologique, le syndrome de I'ile de Guam se caractérise par une
atrophie corticale sévére et une perte neuronale. Les dépdts amyloides sont quasiment
absents. La lésion histopathologique principale du syndrome de 1ille de Guam est la DNF
essentiellement présente dans le néocortex et la formation hippocampique (Hirano et al.,
1961; 1966; 1967; 1968). Bien que la MA et le syndrome de l'ile de Guam soient
caractérisés par un grand nombre de neurones en dégénérescence, la distribution
laminaire des 1ésions est différente ainsi que leur densité dans le néocortex. Les neurones
en dégénérescence sont préférentiellement retrouvés dans les couches supragranulaires (IL
et IIT) dans le syndrome de I'ile de Guam, alors que dans la MA, ils sont essentiellement
distribués au niveau des couches infragranulaires (V et VI) (Hof et al., 1991; 1994b). Des
études immunohistochimiques ont révélé que de nombreuses protéines du cytosquelette
(neurofilaments, MAP2, tau et ubiquitine) sont présentes dans les neurones qui
dégénérent (Shankar et al., 1989). L'analyse ultrastructurale de 1a DNF dans le syndrome
de l'ile de Guam, a montré 1'existence de filaments droits et de PHF, similaires a ceux
trouvés dans la MA (Hirano et al., 1968; Rewcastle, 1991).

En collaboration avec le Dr. Hof et le Pr. Perl, nous avons réalisé une étude
immunohistochimique puis biochimique de 1a DNF rencontrée au cours du syndrome de
l'ile de Guam. Afin de réaliser 1'étude biochimique des protéines tau, nous avons analysé
plusieurs aires corticales et sous-corticales de cerveau de 17 patients atteints du syndrome
de I'ile de Guam (G1-G17).

L'¢tude immunohistochimique a d'abord révélé que les différents cerveaux analysés
étaient dépourvus de dépdts amyloides, a 1'exception de trois cas ALS/PDC présentant

principalement un syndrome Parkinsonien, et du cas Chamorro le plus 4gé (101 ans). La
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DNF est observée dans la plupart des régions corticales étudiées avec 'anticorps AD2
(Figure 36). Dans le néocortex, les régions temporales sont beaucoup plus touchées par le
processus de dégénérescence, que les régions frontales, pariétales et occipitales. Dans ces
aires néocorticales, la distribution laminaire est identique a celle déja décrite (Figure 37)
(Hof et al., 1991; 1994b; c). L'intensité du marquage obtenu avec AD2 est identique dans
le syndrome de 1'ile de Guam et la MA (Figure 36). Les structures sous-corticales comme
I'amygdale, le basal ganglia et la substance noire sont constamment touchées par le
phénomene de dégénérescence, chez tous les patients atteints du syndrome de lile de
Guam. Nous avons analysé dans ce cas précis, le noyau basolatéral de 1'amygdale, le
nucleus reuniens du thalamus et le noyau caudé. Ces structures sous-corticales présentent
un trés grand nombre de neurones en dégénérescence (Figure 38). Le marquage a été
obtenu avec un anticorps polyclonal anti-PHF. Le marquage est le méme, si nous utilisons
AD2,

Pour I'étude biochimique, nous avons utilisé la teéhnique des immunoeméreint’es et
I'anticorps AD2. Nous avons eu l'opportunité de travailler sur 14 cas atteints du syndrome
~ de I'lle de Guam, 2 cas avec une atteinte prédominante de sclérose latérale amyotrophique
et 2 cas témoins. Tous étaient originaires de 1'fle de Guam.

Dans un premier temps, nous avons déposé l'aire 9 (frontale) et le putamen (région
sous-corticale) de quatre cas de Guam, d'un patient atteint de MA et d'un patient atteint de
PSP. AD2 détecte un triplet de protéines tau dans tous les cas atteints du syndrome de 11le
de Guam. Ce triplet est identique 2 celui observé dans 1a MA (Figure 39). Pour ces cas, le
triplet est visible autant dans les aires sous-corticales que corticales. Un des cas témoins a
été déposé également, et le triplet n'est visible ni dans 1'aire corticale, ni sous-corticale
(Figure 39). Pour le patient G17, avec une atteinte prédominante de sclérose latérale
amyotrophique et non dément, le triplet de protéines tau n'était détecté par AD2, que dans

la région sous-corticale (putamen) (Figure 39). Ce premier résultat montre une fois de
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plus, que 1a démence est liée & 1'atteinte corticale et non a une atteinte sous-corticale. Il
faut noter que la présence du triplet est toujours corrélée a la présence de DNF.

Nous avons alors utilisé d'autres anticorps dépendants de la phosphorylation, afin de
voir si une hyperphosphorylation sur d'autres sites des protéines tau avait lieu au cours du
syndrome de 1lle de Guam. Pour cela, nous avons déposé des homogénats totaux de
régions cérébrales de patients atteints du syndrome de 1'1lle de Guam sur toute la largeur
d'une électrophorese. Apres transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose, nous
avons découpé des bandelettes de 1 cm de large, que nous avons incubé avec les
différents anticorps monoclonaux (ATS, Tau-1, SMI 34) et polyclonaux (M19G et S28T).
AT8 et SMI34 détectent également le triplet de protéines tau (Figure 40). Par contre,
Tau-1 ne marque pas le triplet pathologique, mais le groupe des protéines tau normales
(Figure 40). M19G et S28T détectent a la fois les protéines tau normales et le triplet de
protéines tau hyperphosphorylées (Figure 40). Puisque ces anticorps sont dirigés contre
des sites de phosphorylation différents, nous pouvons suggérer que la phosphorylation des
protéines tau aux sites Ser-Pro, est identique dans le syndrome de I'ile de Guam et 1a MA.

Dans cinq cas (G1 & GS5), nous avons pu réaliser une analyse biochimique plus
approfondie, car plus de régions étaient disponibles. Pour les cas G1 et G2 (avec une
démence sévere), AD2 détecte le triplet dans toutes les aires, sauf les aires visuelles
primaire et secondaire (17/18) (Figure 41 A). Le marquage le plus intense se situe au
niveau de 1'hippocampe, I'amygdale et l'aire temporale 20. Les aires frontales (9 et 11),
ainsi que l'aire motrice primaire (4) sont beaucoups moins touchées que l'aire 20, a en
juger par un marquage du triplet plus faible (Figure 41 A). Des structures sous-corticales
comme le basal ganglia et le thalamus sont également atteintes. La présence du triplet de
tau-PHF dans la majorité des régions cérébrales étudiées, montre que les cerveaux de ces
deux cas sont trés touchés par le processus de dégénérescence. Les résultats biochimiques

sont parfaitement corrélés aux données neuropathologiques, puisque ces deux cas
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présentent une forte densité de neurones en dégénérescence dans la formation
hippocampique, les aires néocorticales 9, 11 et 20 et les structures sous-corticales.

Le triplet de tau-PHF est trés immunoréactif pour AD2, dans la formation
hippocampique, l'amygdale et I'aire temporale 20 du cas G3 (Figure 41 B). Il est présent,
mais en quantité moindre dans l'aire motrice primaire (aire 4), 'aire frontale (aire 9) et le
basal ganglia (Figure 41 B). Par comparaison avec les cas G1 et G2, le triplet tau-PHF
n'est détecté par AD2, ni dans l'aire 11, ni dans le thalamus (Figure 41 B). Ces résultats
montrent que le cerveau de ce patient est différemment affecté par la DNF. Les données
biochimiques sont corrélées & la neuropathologie, qui révéle une atteinte cérébrale
beaucoup moins sévére, dans le cas G3 par rapport aux deux cas précédents.

Enfin, dans deux cas (G4 et GS5), le triplet est présent dans la formation
hippocampique et l'amygdale (Figure 41 C). Aucune autre région cérébrale étudiée ne
. présente le triplet de tau-PHF (Figure 41 C). L'immunoréactivité du triplet est plus forte
dans la formation hippocampique que dans l'amygdale, pour le cas G4. Le diagnostic
clinique montrait que le cas G4 commengait une démence de type syndrome
Parkinsonien, et l'examen neuropathologique révélait la présence de quelques neurones en
dégénérescence au niveau de l'hippocampe et I'amygdale. Nos résultats biochimiques sont
donc en accord avec les données neuropathologiques. La distribution du triplet pour le cas

G5 montre qu'elle est identique a celle observée chez les personnes dgées non démentes

(Vermersch etal., 1992b).

Les résultats de cette étude montrent que le triplet de tau-PHF est constamment
retrouvé chez les patients atteints du syndrome de l'lle de Guam. Le profil
électrophorétique des protéines tau différe quantitativement suggérant que cette maladie
est plus hétérogene sur le plan biochimique, que la MA. En effet, sur cinq cas trés étudiés,
trois profils différents ont pu &tre trouvés. Ainsi, dans deux cas, toutes les aires étudiées

étaient atteintes (corticales et sous-corticales). Dans la MA, le triplet est principalement
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retrouvé dans la formation hippocampique et les aires néocorticales associatives
(Bramblett et al., 1992; Lee et Trojanowski, 1992; Vermersch et al., 1992a). Dans un cas
ol la maladie est foudroyante, la distribution du triplet est identique a celle de 1a MA.
Enfin, un cas 4gé non atteint par la maladie et un autre cas en début de maladie, montrent
un profil semblable & celui rencontré chez les personnes dgées non démentes (Vermersch
etal., 1992b). D'un point de vue qualitatif, le triplet de type Alzheimer est détecté dans
tous les cas, et par plusieurs anticorps dépendants de la phosphorylation comme AD2,
AT8 et SMI34. Il semble donc avoir les mémes caractéristiques immunochimiques que
celui dans 1a MA. Des différences ultrastructurales ont également été retrouvées entre ces
différentes maladies. Ainsi, dans la MA, des PHF sont retrouvées alors que dans la PSP,
ce sont des filaments droits (Rewcastle, 1991). Dans le syndrome de 1'lle de Guam, les
deux types de filaments sont retrouvés. La présence du doublet conduirait & la formation
de filaments droits, et celle du triplet aux PHF (Greenberg, 1993). La distribution
laminaire de la DNF est 1a méme pour le syndrome de 1'lle de Guam et la PSP, alors
qu'elle est différente dans la MA (Hof et al., 1991; 1994b; c; d). Dans le syndrome de Iile

de Guam, des structures sous-corticales sont atteintes, comme dans la PSP (Vermersch et

al., 1994).

III- 5- Conclusion:

Les données biochimiques sur les différentes maladies neurodégénératives que nous
avons pu étudier, montrent qu'il existe au moins deux types de profil électrophorétique: le
triplet de type Alzheimer (tau 55, 64 et 69) et le doublet de type PSP (tau 64 et 69). Les
différences de profils électrophorétiques des protéines tau pourraient étre reliées au type
de filaments (PHF ou filaments droits) trouvés dans les neurones en dégénérescence

(Greenberg, 1993). Des différences concernant la distribution régionale et laminaire de la
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DNF, ont été observées parmi les maladies neurodégénératives décrites dans ce chapitre.
Cependant, 1a démence est toujours liée a 1a présence du triplet ou du doublet dans des
régions corticales.

La présence du triplet ou du doublet pourrait €tre spécifique d'une sous population
neuronale. Les différences observées parmi les maladies neurodégénératives étudiées
pourraient refléter différents mécanismes étiopathogéniques, impliquant différentes
enzymes (kinases, phosphatases, etc) ou différentes populations neuronales possédant ou
non certaines isoformes de protéines tau.

Enfin, le triplet et le doublet sont toujours détectés, méme si le délai post-mortem
est long. Tous les échantillons que nous avons étudié, ont un délai post-mortem supérieur
a 3 heures, pouvant mé€me atteindre 45 heures. La présence du triplet ou du doublet de
protéines tau-PHF suggére soit que ces protéines tau hyperphosphorylées sont
emprisonnées dans des structures pathologiques non accessibles aux phosphatases, soit

qu'il y a une diminution de l'activité des phosphatases.

IV- APPLICATION AUX BIOPSIES CEREBRALES:

Devant un syndrome démentiel, le pronostic et 'approche thérapeutique varient
selon l'étiologie. Dans des cas trés rares de démence atypique, le clinicien ne peut poser
un diagnostic et la réalisation d'une biopsie cérébrale peut s'avérer nécessaire. Le tissu est
alors analysé par des méthodes immunohistochimiques. Dans cette étude, nous avons pu

rechercher les marqueurs biochimiques de 1a DNF de type Alzheimer. Pour ce faire, nous
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avons utilisé la technique des immunoempreintes et 'anticorps spécifique de la DNF,
AD2.

Pour chaque biopsie, la bonne qualité du prélévement permettait des analyses
histologiques et biochimiques. Les délais post-opératoires pour les biopsies sont
identiques aux délais post-mortem pour les autopsies. Les délais post-opératoires sont
supérieurs 2 3 heures. Selon Matsuo ez al., 1994 et nos études sur le rat, les protéines tau
de cerveaux sont donc déphosphorylées par les phosphatases endogénes. Pour l'analyse
biochimique, 8 biopsies de cortex frontal de patients présentant une démence atypique ont
été étudiées par la technique des immunoempreintes. Les prélévements biopsiques sont
homogénénisés dans la solution de Laemmli (1970), et chauffés avant d'€tre déposés sur
électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS. Les protéines séparées
selon leur masse moléculaire sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose et
incubées avec l'anticorps AD2 (M&M, p. 133).

L'anticorps monoclonal, détecte clairement le triplet de protéines tau accompagné
de trainées de matériel insoluble dans trois cas sur huit (FIGURE 42). Pour les biopsies
des patients avec un diagnostic neuropathologique de MA (FIGURE 42), les corrélations
entre les données neuropathologiques (nombre de neurones présentant une DNF) et
biochimiques (quantité de protéines tau-PHF) sont excellentes. Dans un cas, la sémiologie
évoquait une démence de type frontal et 1'analyse neuropathologique n'avait pas donné de
preuves suffisantes pour établir un diagnostic précis. Seuls quelques rares neurites en
dégénérescence avaient été détectés au cours de 'examen neuropathologique. L'approche
biochimique permet de corriger le diagnostic clinique et histologique, grice a la
spécificité de la sonde immunologique qui montre la présence du triplet pathologique,
indiquant qu'il s'agit d'une démence de type Alzheimer.

Ces résultats montrent que dans trois cas sur huit, AD2 peut détecter le triplet de
protéines tau-PHF, alors que dans les cing autres cas aucun triplet ou doublet n'est visible.

Ils montrent également, que les délais post-opératoires sont suffisamment longs pour
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avoir une déphosphorylation des protéines tau dans les cerveaux dépourvus de DNF.
Nous pouvons donc conclure que, si les délais post-opératoires sont relativement longs,
une faible proportion de patients présentant des démences atypiques peut recevoir un
diagnostic biochimique de démence de type Alzheimer, a partir d'une biopsie cérébrale.
La méthode biochimique est spécifique et sensible. En effet, 1'anticorps monoclonal
détecte le triplet de protéines tau dans une quantité-de tissu cérébral de 1'ordre du mg.
Cette analyse peut €tre un complément utile a 1'étude histologique et apporter une aide au
diagnostic. Une nouvelle génération de sondes immunologiques devrait permettre de
différencier les protéines tau biopsiques des protéines tau autopsiques, et classer la plupart
des maladies neurodégénératives, en fonction du profil électrophorétique des protéines tau

hyperphosphorylées.
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Dans le cadre d'un travail réalisé au sein de I'unité INSERM 422 a Lille et en
collaboration avec 1'unité CNRS UMR 9921 de Montpellier, nous avons produit des
sondes immunologiques monoclonales spécifiques de la dégénérescence neurofibrillaire
(DNF) de type Alzheimer. Cette DNF est caractérisée par l'accumulation intracellulaire de
paires de filaments appariées en hélice ou PHF. Nous avons essentiellement caractérisé un
anticorps nommé AD2, qui reconnait spécifiquement les tau-PHF, constituant antigénique
majeur des PHF. Cette sonde immunologique monoclonale marque non seulement les tau-
PHF, mais aussi les neurones en DNF et les PHF. De ce fait, AD2 peut étre utilisé autant
pour les techniques biochimiques, qu'immunohistochimiques et immunocytochimiques.
Son épitope est résistant aux traitements plus ou moins drastiques employés au cours de
ces différentes analyses.

En électrophorése sur gel de polyacrylamide, les protéines tau-PHF migrent sous la
forme d'un triplet, qui est spécifiquement reconnu par AD2 dans des homogénats totaux
de cerveaux de patients atteints de MA. Des dilutions d’homogénats totaux de ces
cerveaux ont permis de montrer que I'anticorps peut détecter le triplet de tau-PHF, lorsque
moins de 10 pg de protéines totales sont déposées sur électrophorése. Beaucoup d'études,
concernant d'autres anticorps monoclonaux spécifiques des tau-PHF, ont montré que la
plupart d'entre-eux reconnaissait le triplet de protéines tau-PHF purifié ou les protéines
tau recombinantes phosphorylées in vitro (Biernat et al., 1992; Lichtenberg-Kraag et al.,
1992; Goedert et al., 1994b; Matsuo et al., 1994; Otvos Jr. et al., 1994). Une sonde
immunologique comme AD?2, permet de réaliser des études biochimiques rapides,
puisqu'une purification des protéines tau-PHF n'est pas nécessaire. De plus, cet anticorps
est "sensible”, dans le sens ou il peut détecter le triplet dans une faible quantité
d'’homogénat total de cerveau Alzheimer. Nous ne pouvons pas réellement parler de
sensibilité, puisque la constante d'affinité n'a pas été calculée. En fait, ne possédant pas de
peptide synthétique reconnu par AD2, il est difficile de calculer cette constante sur une

préparation de protéines tau-PHF, puisque ces protéines restent trés insolubles.
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Comme la plupart des anticorps monoclonaux déja décrits dans la littérature, AD2
est un anticorps dont la fixation dépend de 1'état de phosphorylation de son épitope
(Biernat et al., 1992; Greenberg et al., 1992; Lang et al., 1992; Lichtenberg-Kraag et al.,
1992; Mercken et al., 1992; Goedert et al., 1994b; Matsuo et al., 1994; Otvos Jr. et al.,
1994). Nos résultats et ceux de la littérature montrent donc que la phosphorylation des
protéines tau est une étape charniére dans la pathogénése de la DNF.

L'anticorps AD2 détecte également I'isoforme feetale des protéines tau, et ne marque
jamais les protéines tau adultes normales dans les homogénats de cerveaux de sujets sains
obtenus 2 l'autopsie. Il existe des sites communs de phosphorylation entre protéines tau
feetales et tau-PHF (Kanemaru et al., 1992; Hasegawa et al., 1992; Bramblett ez al., 1993;
Goedert et al., 1993; Pope et al., 1993; Morishima-Kawashima et al., 1995). Ce sont
essentiellement des sites Ser/Thr-Pro phosphorylés. AD2 semble donc étre dirigé contre
un site de ce type.

La caractérisation biochimique de 1'épitope d'AD2 a montré dans un premier temps,
que l'anticorps est dirigé contre une séquence située dans la région carboxy-terminale des
protéines tau. Dans un deuxiéme temps, une analyse plus fine réalisée par le Dr. Goedert,
a montré que l'épitope contient la Ser 396 phosphorylée ainsi que la Ser 404
phosphorylée. La phosphorylation de cette Ser joue un rdle mais non primordial.

La notion de phosphorylation anormale était apparue suite a la découverte du triplet
de variants tau hyperphosphorylés (A68, ou tau-PHF, ou tau 55, 64 et 69) dans les
cerveaux des patients atteints de MA et jamais chez les témoins. Des expériences de
déphosphorylation en fonction du délai post-opératoire ont été effectuées, et ont montré
que la déphosphorylation des protéines tau normales était trés rapide et se déroulait en
moins de deux heures (Matsuo et al., 1994). Les protéines tau-PHF par contre, restent
phosphorylées quelque soit le délai post-opératoire ou post-mortem. Des études similaires
sur le rat ont été réalisées, et ont montré que chez les rats adultes, cette phosphorylation

des protéines tau était également retrouvée (Garver et al., 1994; Mawal-Dewan et al.,
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1994). Nous avons pu vérifier cette hypothése de phosphorylation des protéines tau, en
utilisant AD?2. Nous avons également effectué une étude cinétique de déphosphorylation
des protéines tau chez le rat et montré qu'elle était effectivement trés rapide si le cerveau
était sorti de la boite cranienne (moins de 2 heures). Par contre, si le cerveau est laissé
dans la boite cridnienne, de facon identique pour une autopsie chez l'homme, la
déphosphorylation est moins rapide, mais en moins de 4 heures les protéines tau normales
adultes phosphorylées sont déphosphorylées.

Au contraire si le délai post-mortem est plus long, I'anticorps AD2 reconnait les
protéines tau de rats trés jeunes, puis le marquage disparait lorsque les rats vieillissent.
Nos résultats concordent avec ceux de la littérature, qui ont conclu que la phosphorylation
des épitopes de type Ser/Thr-Pro est régulée au cours du développement (Bramblett ez al.,
1993; Goedert et al., 1993; Pope et al., 1993; Takahashi et al., 1995). La plus forte
immunoréactivité des protéines tau feetales comparées a celle des protéines tau adultes
phosphorylées le confirme. A la vue de nos résultats récents et ceux de Matsuo et al.
(1994), il semble que la régulation de la balance kinases/phosphatases soit un facteur clé
dans le développement.

La découverte de la phosphorylation des protéines tau normales a fait surgir d'autres
hypothéses sur la formation des PHF. La phosphorylation n'est peut-€tre plus la seule
modification post-traductionnelle entrainant 'agrégation des protéines tau sous la forme
de PHF. Ainsi, la glycation pourrait avoir un r6le dans la formation des PHF. Cette
modification liée 2 I'dge, entraine la fixation d'un sucre sur un résidu Lys. Il existe alors
des réarrangements chimiques donnant des produits intermédiaires, qui sont détectés au
sein des neurones en dégénérescence (Smith et al., 1994). Il semble également que des
résidus Ser puissent &tre O-glycosylés, s'ils ne sont pas phosphorylés. Il est possible
d'imaginer une "compétition" entre phosphorylation et O-glycosylation; 1'une pouvant étre

plus exprimée que l'autre au cours de la MA. Finalement, la présence de D-Aspartate au
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sein des protéines tau pourrait favoriser leur incorporation au sein des PHF (Kenessey et
al., 1995).

AD?2 fait partie de la deuxiéme génération de sondes immunologiques monoclonales
dépendantes de la phosphorylation. Beaucoup de ces anticorps ont permis de mettre en
évidence un bon nombre de sites de phosphorylation sur les tau-PHF (Biernat et al., 1992;
Lang et al., 1992; Lichtenberg-Kraag et al., 1992; Goedert et al., 1994). Tous ces
anticorps sont spécifiques de la DNF de type Alzheimer, et permettront encore d'étudier la
DNF. En effet, pour des raisons administratives et juridiques, les délais autopsiques sont
généralement supérieurs 2 2 heures. La déphosphorylation ayant eu lieu, de tels anticorps
feront toujours la différence entre protéines tau normales et tau-PHF.

AD?2 nous a permis d'étudier la DNF dans d'autres maladies neurodégénératives
telles que le syndrome de l'ile de Guam, ou nous avons pu retrouver le triplet de type
Alzheimer. Dans la maladie de Steele-Richardson-Olszewski et la dégénérescence
corticobasale, la signature biochimique de la DNF était différente, puisqu'un doublet de
protéines tau était retrouvé. La plupart des maladies que nous avons pu étudier, sont
relativement hétérogeénes sur le plan biochimique. La distribution régionale du triplet est
souvent différente de celle de la MA. Des études immunohistochimiques ont également
révélé certaines différences au niveau de la distribution laminaire. Ces différences entre
les maladies neurodégénératives nous aménent a penser que les sous-populations
neuronales affectées par la DNF ne sont pas les mémes. L'autre application de cet
anticorps a été I'étude de biopsies cérébrales présentant un délai post-mortem long. Cette
analyse a révélé qu'un diagnostic biochimique de la MA était possible.

L'utilisation de l'anticorps AD2 dans les modéles cellulaires de la MA peut s'avérer
utile. En effet, des études réalisées au laboratoire ont permis d'induire une
phosphorylation des protéines tau par un inhibiteur de 1'acide okadaique, et d'obtenir un
doublet de protéines tau identiques au doublet 55, 64 (Sautiere et al., 1993; 1994;

Dupont-Wallois et al., 1995).
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Quelles sont les perspectives de recherche apres ce travail de these?

Le domaine de recherche sur la phosphorylation des protéines tau dans la MA
évolue depuis la découverte de Matsuo et al., en 1994. En effet, ces auteurs ont montré
que la phosphorylation anormale des protéines tau dans la MA serait similaire a celle
retrouvée dans les cerveaux de sujets témoins lorsque le délai post-mortem est trés court.
Néanmoins, ces résultats sont a nuancer puisqu'il existe des différences entre protéines tau
normales phosphorylées et protéines tau-PHF. Si la plupart des anticorps développés
contre les tau-PHF y compris AD2, reconnaissent les protéines tau normales
phosphorylées, il existe un anticorps spécifique des tau-PHF, il s'agit de l'anticorps
ATI100 (Matsuo et al., 1994). Cependant, 1'épitope de cet anticorps n'a pas encore été
déterminé, et il semble que les méthodes de caractérisation comme la phosphorylation in
vitro des protéines tau recombinantes ne permettent pas de localiser son épitope. De plus,
des quantifications montrent que le taux de phosphorylation des protéines tau normales
phosphorylées est bien plus faible que celui des tau-PHF. L'étude des sites de
phosphorylation sur les protéines tau normales phosphorylées, a été faite grice a des
anticorps reconnaissant des sites Ser/Thr-Pro. Dans le laboratoire, nous avons déja pu
montrer que AD2 détecte les protéines tau normales phosphorylées. Des études
complémentaires pour caractériser au mieux ces protéines comme l'électrophorése
bidimensionnelle, pourront étre utilisées. Les données actuelles utilisant des anticorps tels
que AD2 indiquent que les sites Ser/Thr-Pro phosphorylés sont retrouvés a la fois dans la
MA, le feetus et dans les cerveaux témoins obtenus sans délai post-mortem. Tres
récemment, Morishima-Kawashima et al., en 1995, montraient que les protéines tau-PHF
étaient phosphorylées a la fois sur des sites de type Ser/Thr-Pro, et sur des sites non
Ser/Thr-Pro. L'absence de sondes immunologiques contre les sites non Ser/Thr-Pro nous
empéche a I'heure actuelle, de déterminer si ces sites sont également retrouvés sur les
protéines tau normales phosphorylées. Ces sites sont-ils également retrouvés dans les

cerveaux adultes sains? L'étude de ces sites est donc d'importance.
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A la vue de ces résultats, il est clair qu'il faut comprendre le r6le normal de la
phosphorylation des protéines tau. Est-elle impliquée dans l'adressage cellulaire des
protéines tau. Déja en 1985, Binder montrait avec l'anticorps Tau-1 que la localisation des
protéines tau était essentiellement axonale. Récemment, Rebhan ef al. (1995) utilisaient
deux types d'anticorps complémentaires AT8 et Tau-1 sur des cultures de cellules de
moelle épiniére d'embryon de poulet. Ils montrent ainsi que l'épitope d'AT8 est
principalement localisé dans la partie axonale proche du corps cellulaire, et que
l'immunoréactivité diminue au fur et & mesure que l'on s'éloigne du corps cellulaire. A
l'inverse, 1'épitope de Tau-1 est localisé dans le cdne de croissance neuritique et la partie
distale-de 1'axone. Des études similaires pourraient étre effectuées avec 'anticorps AD2,
afin de déterminer la localisation cellulaire de son épitope.

Les protéines tau sont connues pour étre des promoteurs de la polymérisation de la
tubuline (Weingarten et al., 1975; Cleveland et al., 1977a,b). Elles se lient a la tubuline
griace a des régions dites répétitives dans leur partie carboxy-terminale. La
phosphorylation a une grande importance, puisqu'elle régulerait 1a polymérisation des
microtubules. En effet, les protéines tau phosphorylées sont beaucoup moins affines pour
la tubuline que les protéines non phosphorylées (Lindwall et Cole, 1984a; Drubin et
Kirschner, 1986). La démonstration de nombreux sites phosphorylés sur les protéines tau
normales souléve de nombreuses questions quant & I'hypothése selon laquelle les
protéines tau réguleraient la polymérisation des microtubules en fonction de leur état de
phosphorylation (Matsuo et al, 1994; Mawal-Dewan et al., 1994). Cependant, la
caractérisation compléte des sites phosphorylés sur les protéines tau normales n'a pas
encore ét€ réalisée. Faut-il dépasser une quantité seuil de groupements phosphates sur les
protéines tau pour avoir dépolymérisation des microtubules? La phosphorylation de
certains sites entraine-t-elle la dépolymérisation des microtubules (Drewes et al., 1995)?
L'analyse de cette phosphorylation par des anticorps monoclonaux tels que AD2

permettrait de répondre 2 certaines des interrogations.
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Dans la MA, le triplet de protéines tau-PHF est représenté par les protéines tau 55,
64 et 69. Les immunomarquages montrent généralement que le variant 64 est beaucoup
plus immunoréactif. Est-ce que cette forme est plus exprimée que les autres, dans les
neurones qui dégénérent dans la MA? Une analyse de la localisation cellulaire des
isoformes de tau et donc de la distribution de leurs ARN messagers pourrait permettre de
répondre a cette question. Pour cela, la technique d'hyim'dation in situ utilisant des sondes
oligonucléotidiques dirigées contre les exons adultes pourrait €tre employée. Cette étude
aurait une application directe pour les différentes maladies neurodégénératives. En effet,
nous avons pu détecter au moins deux signatures biochimiques, un triplet de type
Alzheimer et un doublet de type PSP, mais d'autres combinaisons sont retrouvées dans la
maladie de Pick ou les démences de type frontal (Vermersch et al., 1995; résultats non
publiés du laboratoire). De plus, nous savons que la distribution laminaire des neurones
en dégénérescence n'est pas la méme entre les différentes maladies neurodégénératives.
L'expression des 6 isoformes de protéines tau ne semble pas étre l]a méme d'une sous-
population neuronale & une autre. Ces analyses nous permettraient de vérifier ces
hypothéses. Nous pouvons également imaginer que ces sous-populations neuronales
n'expriment pas les mémes kinases et/ou phosphatases, entrainant des différences de
phosphorylation des isoformes de tau.

I1 est évident que la recherche de nouvelles sondes monoclonales va s'orienter vers
des anticorps qui permettront de distinguer les protéines tau normales des protéines tau-
PHE. Cette troisi¢éme génération de sondes immunologiques pourrait permettre la mise en
évidence de potentielles autres modifications post-traductionnelles impliquées dans la
formation dés PHF. Ces modifications post-traductionnelles peuvent étre la
phosphorylation de sites spécifiques aux tau-PHF, une glycation, une glycosylation ou
d'autres modifications des protéines tau encore inconnues. Leurs élaboration et

caractéristique devront permettre de répondre a un certain nombre de questions.
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Ces nouvelles sondes immunologiques pourraient étre spécifiques, non seulement
des protéines tau-PHF dans la MA, mais aussi d'autres maladies neurodégénératives. Elles
devraient permettre la mise au point d'un test diagnostic précoce de la MA, par une
recherche de protéines tau ou de fragments de protéines tau dans le liquide céphalo-
rachidien. Finalement, elles pourront €tre utilisées pour la mise au point de modeles

animaux ou cellulaires de la maladie.
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I- MATERIEL AUTOPSIQUE:

I-1- Cerveaux de beeuf et porc:
Ils proviennent d'un proche abattoir, et ont été retirés de 1'animal environ une heure
apres l'abattage pour &étre placés dans la glace. Ils sont ensuite conservés dans un

congélateur a -80°C jusqu'a utilisation.

I- 2- Cerveaux de rats:

Nous avons réalisé un élevage de rats Wistar dans l'animalerie de 1'unit¢é INSERM
422, Lille. Pour les études biochimiques et immunohistochimiques aprés la naissance, les
rats sont sacrifiés aux jours voulus (toujours apreés leur naissance: de PO a P730), par
décapitation. Apreés avoir décapité un rat, un hémispheére cérebral est conservé pour
I'étude immunohistochimique; l'autre hémisphére est analysé par des méthodes
biochimiques. Pour la déphosphorylation in vivo, 1'animal est décapité et son cerveau est
immédiatement plongé dans l'azote liquide. Pour la déphosphorylation in vivo dans
l'animal, les rats recoivent une dose létale d'hydrate de chloral & 20%. Pour l'extraction du

cerveau, les rats sont décapités.

I- 3- Cerveaux humains:

Les origines du matériel autopsique sont diverses. Les cerveaux ont été obtenus du
CH&U de Lille, France, du Service de Gérontologie, Hopital Emile Roux, Limeil-
Brévannes, France, du Centre de Gériatrie de Wasquehal, France, de 1'ADRC
(Alzheimer's Disease Research Center) du Mount Sinai Hospital, New York, NY, et du
Département de Psychiatrie, Faculté de Médecine, Université of Genéve (IUPG), Suisse.
Les cas du syndrome de 1'lle de Guam proviennent du Mount Sinai Hospital, et du Guam
Memorial Hospital, Agana, Guam. Tous les cas présentés dans les figures sont répertoriés

dans les tableaux 3 et 4.
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Les autopsies sont réalisées quelques heures apres la mort. Le matériel est soit fixé

pour un travail histologique, soit congelé & -80°C dans l'optique d'une étude biochimique.

TABLEAU 3

cas age (années) DPM (heures) diagnostic
Al 55 12 MA
A2 70 6 MA
A3 81 12 MA
A4 60 9 MA
AS 69 12 MA
A6 78 7 MA
A7 79 6 MA
A8 90 7 MA
A9 87 3 MA
Al0 65 6 MA
[ 34 16 Témoin
2 79 15 Témoin
C3 65 12 Témoin
4 61 7 Témoin
(E5 79 6 Témoin
C6 feetus ) Témoin
G 2 mois 72 Témoin
C8 12 48 Témoin
() 45 S5 Témoin
C10 88 17 Témoin
Cl1 43 ? Témoin
Ci2 71 4 Témoin
(13 83 4 Témoin
Cl4 83 72 Témoin
Cl15 32 96 Témoin
C16 85 48 Témoin
(il 88 23 Témoin
Bl 58 ¥ MA
B2 40 >2 AA
B3 35 >2 MA
B4 39 >2 7

BS 64 >2 MA
B6 2 =9 ?

B7 40 2 AA
B8 63 >2 leucoencéphalopathie
B9 13 >2 ?

Légende du tableau: DPM: délai post-mortem

A: Patients atteints de maladie d'Alzheimer (MA)
C: Sujets témoins

B: biopsies cérebrales

AA: angiopathie amyloide
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TABLEAU 3

cas age (années) DPM (heures) diagnostic
PSP 33 <12 BSP
CBD 73 12 CBD
BSP il 10 PSP
Gl 75 4 ALS/PDC
G2 76 3 ALS/PDC
G3 76 4 ALS/PDC
G4 78 5 ALS/PDC
G5 101 5 Témoin
G6 72 7 ALS/PDC
G7 66 10 ALS/PDC
G8 60 45 ALS/PDC
G9 72 3 ALS/PDC
G10 68 19 ALS/PDC
Gl1 53 5 ALS/PDC
Gl12 5 4 ALS/PDC
G13 70 18 ALS/PDC
Gl4 66 u ALS/PDC
G15 68 i ALS/PDC
Gl16 52 3 ALS
G17 ? ! ALS
GI18 43 16 Témoin

L

DPM : délai post-mortem
CBD: Dégénérescence corticobasale
PSP: Patients atteints de maladie de Steele-Richardson-Olszewski

G: Patients de Guam

ALS/PDC: Syndrome de 1'lle de Guam
ALS: Sclérose latérale amyotrophique
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II- SONDES IMMUNOLOGIQUES:

Nous avons utilisé différents anticorps polyclonaux et monoclonaux pour nos

études.

II- 1- Anticorps polyclonaux:

*Anticorps anti-PHF:
L'anticorps dirigé contre les PHF a été réalisé a partir d'une préparation de
PHF (Persuy et al., 1985). Il reconnait les neurones en DNF en microscopie optique et les
PHF en microscopie électronique. Par la technique des immunoempreintes, il marque les
protéines tau normales (Delacourte et Défossez, 1986; Parent et al., 1988) et

pathologiques (Delacourte et al., 1990).

*Anticorps anti-tau:

En utilisant leur caractére thermostable, les protéines tau humaines ont pu
étre partiellement purifiées. Apres électrophorése préparative, la préparation obtenue a été
injectée a un lapin. L'immunsérum appelé anti-tau, reconnait les neurones en DNF en
immunohistochimie (Delacourte et Défossez, 1986; Défossez et al., 1988) et les protéines
tau normales et pathologiques par la technique des immunoempreintes (Delacourte et

Défossez, 1986; Parent et al., 1988).

Nous possédons également au laboratoire, des sondes immunologiques
polyclonales anti-tau qui ont été produites & partir de peptides synthétiques. Certains
peptides ont été synthétisés par la société Néosystem (Strasbourg), d'autres par le Pr.
Hublau (Faculté de Pharmacie de Lille). Il s'agit des anticorps M19G (dirigé contre la
séquence 1-19), K23S (dirigé contre la séquence 180-202), V17G (dirigé contre la
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séquence 350-367) et S28T (dirigé contre la séquence 400-427). Ces anticorps ont déja
été décrits dans plusieurs articles (Delacourte et al., 1990; Giannakopoulos et al., 1994;
Sautiére et al., 1994) (voir Annexe III).

Nous avons également produit I'anticorps polyclonal S11N. II est dirigé contre un
peptide synthétique correspondant a la séquence Ser 400-Asn 410 (Ser-Gly-Asp-Thr-Ser-
Pro-Arg-His-Leu-Ser-Asn) des protéines tau. La sérine qui est soulignée est
phosphorylée. Elle correspond 2 la sérine 404 de 1'isoforme la plus longue des protéines
tau humaines. Ce peptide a été couplé a l'ovalbumine par l'intermédiaire de la

glutaraldéhyde et injecté aux lapins, selon le protocole suivant:

Préparation de I'immunogéne:

Le peptide (8 uM) et l'ovalbumine (0,2 M) sont dissous dans 2 ml de tampon
phosphate PBS 0,1 M a ph 7,4. 667 pl de glutaraldéhyde a 6% est ajouté goutte a goutte a
la solution. Le couplage est effectué pendant une heure & 4°C sous agitation constante. La
réaction est arrétée par addition de borohydrure de sodium (5 mg dans 200 pl d'eau). La
solution est alors concentrée par ultrafiltration sur Diaflo: on passe de 2,8 ml & 1,5 ml.
Une chromatographie de tamisage moléculaire est alors effectuée sur gel Ultrogel AcA
202 (gel de polyacrylamide-agarose, dont la zone de fractionnement est comprise entre
1000 et 15000 Da) équilibré dans du PBS pour séparer le peptide couplé du peptide libre.
Le débit est de 0,3 ml/min. Trente fractions sont récoltées a 4°C toutes les 2 min. Un
dosage des protéines est ensuite effectué pour récupérer les fractions contenant le peptide
couplé a I'ovalbumine. La concentration du peptide couplé est de I'ordre de 1 mg/ml. Le

peptide couplé est alors réparti en doses de 200 pl qui sont conservées a -20°C.
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Protocole d'immunisation:

Le protocole d'immunisation utilisé est celui décrit par Vaitukaitis et al., en 1971.

Le lapin regoit une dose de vaccin anticoquelucheux (Vaxicoq, Institut Mérieux) et
une dose de vaccin B.C.G. (Monovax, Institut Mérieux) pour potentialiser sa réponse
immunitaire. Préalablement saigné, il recoit ensuite une dose d'antigéne émulsionnée dans
de l'adjuvant complet de Freund, en injections intradermiques multiples.

Trois rappels sont ensuite effectués a 15 jours d'intervalle, toujours en injections
intradermiques multiples, avec l'antigéne émulsionné cette fois-ci dans l'adjuvant
incomplet de Freund.

Trois semaines apres le dernier rappel, puis chaque mois, une dose d'antigéne non
émulsionnée est injectée dans la veine marginale de 1'oreille droite du lapin. Une semaine
apres, l'animal est saigné a 1'oreille gauche; 30 ml de sang sont prélevés.

Les immunsérums obtenus sont additionnés d'un volume égal de glycérol et stockés
a -20°C.

Les différentes saignées sont ensuite caractérisées par la technique des

immunoempreintes.

Nous avons également utilisé deux autres anticorps polyclonaux fournis
par le Dr. Goedert (MRC, Cambridge, Royaume Uni) appelés 134 et 135. Ils sont
respectivement dirigés contre les séquences 428-441 et 323-336 des protéines tau

(Annexe III).

Tous ces anticorps polyclonaux reconnaissent a la fois les protéines tau

normales et tau-PHF, lorsqu'elles sont analysées par la technique des immunoempreintes.



-138- Matériels et Méthodes

*Anticorps anti-neurofilament:
Un anticorps polyclonal dirigé contre les 3 variants des neurofilaments a également

été utilisé, pour les comparaisons AD2/anti-neurofilament.

II- 2- Anticorps monoclonaux:

Plusieurs types d'anticorps monoclonaux ont été utilisés: des anticorps dépendants

de la phosphorylation (anti-tau-PHF), un anticorps dépendant de la déphosphorylation

(anti-tau normales).

*Anticorps dépendants de la phosphorylation:

AT8 (Innogenetics, Gand, Belgique; Biernat et al., 1992; Goedert et al., 1993;
1995) est dirigé contre les résidus Ser 202 et 205 phosphorylés et les anticorps anti-
neurofilaments SMI 31, 310 et 34 (Sternberger Monoclonals, Baltimore, Etats-Unis)
reconnaissent des épitopes phosphorylés conformationnels présents sur les neurofilaments

H et M et les protéines tau (Sternberger et al., 1985; Lichtenberg-Kraag et al., 1992).

*Anticorps dépendant de la déphosphorylation:
Le seul anticorps monoclonal que nous ayons utilisé est 1'anticorps Tau-1. Il est
dirigé contre une région non phosphorylée des protéines tau (séquence 189-207). Les

résidus Ser 199 et 202 doivent étre déphosphorylées (Binder et al., 1985).

Tous les anticorps cités ci-dessus ont été utilisés a une dilution de 1/2000. Seul

l'anticorps anti-neurofilaments SMI 310 a été utilisé a des dilutions de 1/5000 et 1/1000,
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pour montrer les différences de marquage a ces deux dilutions. L'anticorps AD1 a été
utilisé a une dilution de 1/2000, AD2 par contre, a une dilution de 1/16000.

Les épitopes des anticorps sur la protéine tau sont représentés en Annexe III.

ITI- ANALYSES BIOCHIMIQUES:

III- 1- Techniques biochimiques:

III-.1- 1- Le dot-blot:

L'appareil de dot-blot utilisé est le systtme de microfiltration de chez Biorad. La
membrane (Nitrocellulose 0,2 pm ou Immobilon P 0,45 pm) est installée dans 1'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 TBS
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 réalis€ avec un exceés de tampon et
finalement, la membrane est récupérée pour étre mise en contact avec une solution de
saturation. L'incubation avec l'anticorps peut étre ensuite réalisée. Cette technique a été

utilisée pour la caractérisation biochimique de l'anticorps AD2 avec le peptide ST1N.
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III- 1- 2- Electrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS:

Les échantillons sont solubilisés dans la solution de Laemmli (1970): 5% SDS
(p/v); 50 mM Tris pH 6,8; 4mM EDTA; 3mM EGTA; 10% glycérol; bleu de bromophénol
en présence de réducteur: 0,25% dithiothréitol (p/v). Ils sont ensuite chauffés a 100°C,
pendant 10 min avant d'€tre déposés sur gel de polyacrylamide en vue d'une

électrophorese. Des dépots de 15 pl sont généralement effectués.

Les électrophoréses sont réalisées sur des gels de polyacrylamide en gradient 10-

20% et en présence de SDS (0,1%).

* Gels de séparation:

pH 8,8 Solution d'acrylamide a 10% Solution d'acrylamide & 20%
Tris HCIL 0,3M 0,3M
Acrylamide 10% 20% (p/v)
Bis acrylamide 0,266% 0,532% (p/v)
SDS 0,1% 0,1% (p/v)
Temed 300 pl 300 wl
Glycérol 200 ml
H>0 gsp 1000 ml gsp 1000 ml

* Gels de concentration:

pH 6,8 Solution d'acrylamide & 5%
Tris HCI 0,1M
Acrylamide 5% (p/v)

Bis acrylamide 0,08% (p/v)
SDS 0,1% (p/v)
Temed 500 pl

H,0 qsp 1000 ml



-141- Matériels et Méthodes

La polymérisation des gels est amorcée par l'addition de 200 pl de persulfate
d'ammonium (2 100 mg/ml) pour 27 ml de solution d'acrylamide. La dimension des

plaques est de 140 x 140 x 1,5 mm.

* Tampon d'électrophorése:

Tris HCI 25 mM pH 8,3
Glycine 0,2M

SDS 0,1% (p/v)

H>0 gsp 1000 ml

La séparation des protéines est généralement réalisée toute la nuit & 70 V constants.

Nous avons également utilisé un autre tampon d'électrophorése pour la séparation

des petits poids moléculaires, il s'agit du tampon Tris-Tricine, dont la composition est la

suivante:
Tampon cathode Tampon anode
Tris HCIL 0,1M 02M
SDS§ 0,1%
Tricine 0,1M
H>0 gsp 1000 ml gsp 1000 ml
pH 8,25 8,9

La séparation des protéines est réalisée toute la nuit a 40 V constants.



-142- Matériels et Méthodes

III- 1- 3- Technique des immunoempreintes:

Apres électrophoreése, les protéines sont transférées sur des membranes de
Nitrocellulose (0,45 pm de Schleicher&Schuell) pendant 1 h 30 (courant: 0,8 mA par
cm?) en milieu semi-liquide sur un LKB Multiphor IT 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)). Pour les
électrophoreses en milieu Tris-Tricine, les protéines sont transférées sur nitrocellulose 0,2
pm (Schleicher&Schuell) pendant 1 h. Une coloration réversible des protéines au rouge
ponceau (acide trichloroacétique 3% (p/v); rouge ponceau 0,2% (p/v); H2O) permet de

controler 'efficacité du transfert.

La technique des immunoempreintes est réalisée selon une modification de la
méthode de Towbin (Towbin et al., 1979). La saturation est réalisée par du TNT(Tris-HC1
15 mM, pH 8; NaCl 0,3 M; Tween-20 0,05% (p/v)) contenant 5% (p/v) de lait délipidé,
pendant 30 min.

Les anticorps primaires mono- et polyclonaux sont dilués dans le tampon TNT avec
ou sans lait, et l'incubation est réalisée 2 heures & température ambiante ou toute la nuit a
4°C.

Les anticorps secondaires sont des immunoglobulines anti-souris ou anti-lapin
(selon l'anticorps primaire) faites chez la chévre. Ces anticorps secondaires sont marqués
a la péroxydase (Diagnostic-Pasteur). Ils sont également dilués dans le tampon TNT avec
ou sans lait, & une dilution de 1/4000. L'incubation est réalisée pendant 1 heure a
température ambiante.

La détection des complexes "antigéne/anticorps primaire/anticorps secondaire
marqué a la péroxydase” se fait avec le kit ECL (Enhanced chemiluminescence)

commercialisé par la Société Amersham. Le principe de cette méthode est 1'émission de
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lumiére libérée par une substance se trouvant dans un "état excité". Dans ce cas, il s'agit
de l'oxydation du luminol (dérivé cyclique) en présence d'eau oxygénée et de péroxydase.
Pour revenir & un état stable, le luminol émet une lumiere dont l'intensité est fortement
augmentée par des résidus phénoliques. Cette émission de lumiére impressionne alors un
film (Hyperfilm, Amersham). Le signal alors visualisé sur le film permet de localiser les

protéines identifi€es par 1'anticorps.

II- 1- 4- Dosage colorimétrique des protéines:

La méthode utilisée est le dosage a l'acide bicinchoninique (Smith et al., 1985). 11
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 Etre
solubilisées dans des solutions avec détergents (jusqu'a 0,1% de SDS) ou de force ionique
importante (jusqu'a 1 N NaCl). La limite de détection de la méthode est de 1'ordre de 50

pg/ml dans les meilleures conditions.

III- 2- Purification des protéines tau-PHF:

Premiére méthode: Cette technique a fait 1'objet de notre DEA, aussi nous la
rappelerons assez brievement. Le tissu cérébral de patients atteints de MA est

homogénéisé dans un tampon Tris 0,1 M contenant 0,5 M NaCl; 3 mM EGTA; 3 mM
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EDTA et 2 mM DTT. L'homogénat est déposé sur coussin de sucrose a 200000 g,
pendant 2 heures a 4°C. Seul le culot est récupéré, et homogénéisé dans le tampon Tris
cité ci-dessus contenant en plus 1% de SDS. L'homogénat est centrifugé & nouveau a
200000 g pendant 1 heure a 4°C. Le culot récupéré est homogénéisé dans la solution
réductrice de Laemmli et chauffé 2 100°C pendant 10 min (Laemmli, 1970). Les
protéines tau sont thermostables, et aprés centrifugation a 200000 g, les protéines tau-
PHF sont récupérées dans le surnageant. Ce dernier est alors déposé sur gel Ultrogel AcA
34 (IBF), en vue d'une chromatographie de tamisage moléculaire. Ce gel est un co-
polymeére de polyacrylamide et d'agarose qui posséde une zone de fractionnement
comprise entre 20000 et 350000 Da. L'élution est faite avec le tampon Tris ci-dessus
contenant 1% de SDS. Des fractions de 3 ml sont récupérées, et l'enregistrement des pics
est réalisé apres lecture & 206 nm des différents constituants séparés au cours de 1'élution,
selon leur masse moléculaire. Aprés analyse par la technique des immunoempreintes, les

fractions contenant le triplet de tau-PHF sont regroupées et appelées GE.

Deuxieme méthode: Cette purification est adaptée de la méthode décrite par
Greenberg et Davies, en 1990. Le tissu cérébral de patients Alzheimer confirmé est
homogénéisé dans un tampon Tris 10 mM a pH 7,5 contenant 150 mM NaCl; 1 mM
EGTA; 1 mM EDTA et des inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF; 200 uM TPCK; 100
uM TLCK) dans un rapport 1/10 (p/v). L'homogénat (H) est centrifugé sur coussin de
sucrose 0,5 M, a 125000 g, pendant 2 heures & 10°C. Le surnageant (composé de trois
phases S1a, S1b et Slc) est éliminé et le culot (C1) homogénéisé dans le tampon Tris cité
ci-dessus, contenant en plus 1% de Triton X-100; 0,5% d'acide déoxycholique et 0,1% de
SDS. L'homogénat est ensuite chauffé a 100°C pendant 2 min et centrifugé a 10000 g
pendant 3 min a température ambiante. Le culot (C2) est éliminé et le surnageant (S2)
contenant les tau-PHF thermostables est centrifugé a 250000 g pendant 2 heures a 4°C.

Le culot (C3) récupéré est alors repris par 200 pl de tampon Tris salin (10 mM Tris; 150
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mM NaCl a pH 7,5). Les différentes étapes de la purification des protéines tau-PHF sont

analysées par la technique des immunoempreintes, en utilisant un anticorps anti-Tau

(Figure 12).

Ces deux préparations enrichies en protéines tau-PHF ont servi a 1'immunisation des
souris pour l'obtention des anticorps monoclonaux AD1 et AD2, selon la méthode décrite

par Piechaczyk et al. en 1985.

III- 3- Préparation de protéines tau feetales de rat:

Des préparations enrichies en protéine tau feetale de rats Wistar (d'age inférieur a 15
jours) ont été obtenues selon une méthode décrite par Fellous et al., en 1977. Le tissu
cérébral de rat est homogénéisé dans un tampon MES 0,1 M & pH 6,5 contenant 0,5 mM
MgClp; 1 mM EGTA; 0,1 mM EDTA et des inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF; 200
uM TPCK; 100 pM TLCK) dans un rapport 1/1 (p/v). L'homogénat (H) est centrifugé a
100000 g pendant 30 min a 4°C. Le culot (C1) est éliminé. L'acide perchlorique est ajouté
au surnageant (S1) pour arriver a une concentration finale a 2,5% (Lindwall et Cole,
1984b). Apres 30 min d'incubation & 4°C, la solution est centrifugée a 14000 g pendant 5
min a température ambiante. Les protéines tau présentes dans le surnageant (S2) sont
précipitées par 7 volumes de méthanol pendant 4 heures a 4°C. Apres centrifugation a
20000 g pendant 15 min & température ambiante, les protéines tau sont retrouvées dans le
culot (C3) et reprises dans un tampon Tris 10 mM a pH 7,5 contenant 150 mM NacCl. Ces

fractions sont alors conservées a -80°C, jusqu'a leur utilisation.
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Les différentes étapes de la préparation sont analysées par la technique des
immunoempreintes (Figure 28). Cette préparation est utilisée pour la localisation de

I'épitope.

IT1- 4- Préparation de l'activité kinasique:

III- 4- 1- Activité kinasique de porc:

Cette préparation est identique a celle décrite par Biernat et al., en 1992. Elle
consite 2 homogénéiser le cerveau de porc dans un tampon Tris 10 mM a pH 7,2
contenant 2 mM DTT; 2 mM EGTA et des inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF; 200
uM TPCK; 100 uM TLCK) et des inhibiteurs de phosphatases (1 mM Na3VOy), dans un
rapport 1/1 (p/v). Apres centrifugation a 200000 g pendant 30 min a 4°C, le surnageant
est récupéré et précipité par 40% de sulfate d'ammonium, pendant 1 heure a température
ambiante. L'activité kinasique est finalement retrouvée dans le culot aprés centrifugation a

50000 g pendant 30 min & 4°C.

III- 4- 2- Activité kinasique de rat:

Le tissu cérébral de rat est homogénéisé dans un tampon 10 mM Tris pH 7,4
contenant 5 mM EGTA; 2 mM DTT; 1 uM acide okadaique et des inhibiteurs de
protéases (1 mM PMSF; leupeptine (20 pLg/ml); aprotinine (20 pg/ml) et pepstatine (20
pg/ml)) dans un rapport 1/2,5 (p/v). L'homogénat est ensuite centrifugé a 100000 g,

pendant 1 heure a 4°C. Le surnageant récupéré est utilisé directement pour les
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expériences de phosphorylation des protéines tau recombinantes (Goedert et al., 1993;

1994b).

III- 5- Phosphorylation in vitro:
III- 5- 1- Phosphorylation in vitro de 1isoforme htau 40:

Les extraits bactériens contenant ou non le plasmide ont été réalisés dans le
laboratoire par L. Wallois-Dupont, selon la technique décrite par Goedert et al., en 1994.
Nous avons réalisé la phosphdrylation en ajoutant a 40 pl d'extrait bactérien contenant ou
non le plasmide (concentration en protéines de l'ordre du mg/ml), 5 pl d'activité kinasique
a 37°C. Le tampon d'incubation contient également 2 mM ATP; 2 mM MgCl, et un
inhibiteur de phosphatases, 1'acide okadaique 1 UM et des inhibiteurs de protéases (1 mM
PMSF; 200 uM TPCK; 100 pM TLCK). Nous avons effectué une cinétique de
phosphorylation sur 7 heures (0, 30 min, 1, 2, 4 et 7 heures) et 24 heures (0, 12, 14, 16, 18

et 24 heures).

II- 5- 2- Phosphorylation in vitro des isoformes natives et mutées:

Les différentes isoformes utilisées pour ces expériences de phosphorylation in vitro
sont natives, ou contiennent des résidus Ser ou Thr mutés en résidu Ala. Les incubations
(50 pl) sont réalisées a 37°C dans du tampon Hepes a pH 7,2, contenant 2 mM ATP; 2
mM MgCly; 1 uM de protéine tau; 1 pl d'extrait kinasique; 5 mM EGTA; 2 mM DTT; 1
UM acide okadaique et des inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF; leupeptine (20 pg/ml);
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aprotinine (20 pg/ml) et pepstatine (20 pg/ml)). Ces expériences ont été entierement

réalisées par le Dr. Goedert (MRC, Cambridge, Royaume Uni).

Lorsque les réactions de phosphorylation sont terminées, les différents incubats sont

analysés par la technique des immunoempreintes.

III- 6- Déphosphorylation par la phosphatase alcaline:

Nous avons réalisé deux types de déphosphorylation par la phosphatase alcaline:
une déphosphorylation en milieu liquide, avant les dép6ts sur €lectrophorése et une

déphosphorylation sur membrane de nitrocellulose apres transfert des protéines.

II- 6- 1- Déphosphorylation avant dépdt:

Des homogénats totaux de cerveaux de patients atteints de MA et de sujets témoins
qui sont traités par la solution de Laemmli, sont dialysés contre un tampon Tris 50 mM a
pH 8,3 contenant 50 mM NaCl; 0,5% SDS; 0,2 mM DTT; 1 mM MgClj et des inhibiteurs
de protéases (1 mM PMSF; 200 uM TPCK; 100 uM TLCK). La dialyse s'effectue a 4°C
toute la nuit (16 heures). Le dialysat est alors repris pour les expériences de
déphosphorylation. Cette derniére est réalisée & 37°C, en utilisant la phosphatase alcaline
de veau de grade II (Boehringer Mannheim, Allemagne) & une concentration de 50 UL/ml
dans le tampon ci-dessus, pendant 4 heures. La réaction enzymatique est arrétée par
chauffage a 100°C, aprés avoir ajouté un volume égal de la solution de Laemmli a

I'échantillon (Flament et al., 1989).
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[I- 6- 2- Déphosphorylation apres transfert:

Apres électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS et transfert sur
membrane de nitrocellulose, les différents échantillons sont incubés ou non avec la
phosphatase alcaline. Pour cela, le tampon d'incubation est le méme que celui cité ci-
dessus et la concentration de la phosphatase alcaline aussi. Le temps d'incubation est plus
long; en effet, la phosphatase est laissée toute la nuit & température ambiante. Apres
élimination de la solution enzymatique, 1a membrane de nitrocellulose est rincée plusieurs
fois dans le tampon TNT; Tris 10 mM & pH 7,5 contenant 150 mM NaCl et 0,05% de
Tween 20 (p/v).

III- 7- Expression de 1'épitope chez le rat

III- 7- 1- Etude du tissu cérébral de rat obtenu avec délai post-mortem:

Les cerveaux de rats sacrifiés au jour voulu sont homogénéisés dans la solution de
Laemmli dans un rapport 1/10 (p/v), puis chauffés 2 100°C pendant 10 min (Laemmli,
1970). Les différents échantillons sont ensuite déposés sur €lectrophorése en gel de
polyacrylamide 10-20%. Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose,

avant d'étre incubées avec AD2, AD1 ou M19G.
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III- 7- 2- Etude du tissu cérébral de rat obtenu sans délai post-mortem:

Pour cette expérience, nous avons pris des rats 4gés de 11 mois. Apres avoir
décapité le rat, son cerveau est extrait de la boite crinienne en moins de 2 min et
directement plongé dans l'azote liquide, avant d'étre homogénéisé dans la solution
réductrice de Laemmli (Laemmli, 1970). L'homogénat est ensuite soumis a une
électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS, avant d'€tre analysé par la
technique des immunoempreintes avec AD2.

Nous avons également réalisé une cinétique de déphosphorylation in vivo, par les
phosphatases endogenes présentes dans le tissu cérébral. Pour cela, aprés avoir décapité le
rat et plongé son cerveau dans l'azote liquide, le tissu cérébral est homogénéisé dans un
tampon Tris 10 mM a pH 7,5 contenant 150 mM NaCl et des inhibiteurs de protéases (1
mM PMSF; 200 uM TPCK; 100 uM TLCK), dans un rapport 1/5 (p/v). L'homogénat est
laissé a température ambiante pour la cinétique de déphosphorylation. Dans un premier
temps, nous avons réalisé€ une cinétique de déphosphorylation in vivo, sur 24 heures. Des
fractions sont prélevées a différents temps d'incubation et mélangées a la solution de
Laemmli, dans un rapport 1/2 (v/v). Les échantillons sont déposés sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS, puis analysés par la technique des
immunoempreintes. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une cinétique sur 90
min. La méthode est identique a celle utilisée précédemment. Les anticorps utilisés sont
AD2, Tau-1 et M19G.

Nous avons abordé la déphosphorylation in vivo, en laissant le cerveau dans la boite
crinienne et le corps, de fagcon a mimer le plus possible un délai post-mortem. Pour cela,
nous avons sélectionné 14 rats de méme age (14 mois) mais de sexe opposé. Nous leur
injectons une dose de 3ml d'hydrate de chloral 20% en intra-péritonéale. Des que le rat est
mort, il est laissé & température ambiante, jusqu'a ce qu'il soit décapité. Pour un temps

donné, un mile et une femelle sont utilisés. Le délai post-mortem est compris entre 0 et 4
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heures (0, 10, 20, 30, 45 min, 1, 2 et 4 heures). D¢&s que le rat est décapité, son cerveau est
extrait en moins de 2 min, et plongé dans 1'azote liquide avant d'étre homogénéisé dans la

solution de Laemmli. L'analyse est réalisée par la technique des immunoempreintes en

utilisant AD2, Tau-1.

IV- ANALYSE HISTOLOGIQUE:
IV- 1- Coupes en congélation:
IV- 1- 1- Tissu cérébral humain:

Dans les cas des patients atteints de MA, du syndfome de l'lle 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 & 72 heures (Hof et al., 1990). Les régions disséquées™
sont le cortex temporal inférieur (aire 20), le cortex frontal (aire 9 et 11), le cortex
entorhinal et des structures sous-corticales comme l'amygdale, le thalamus et le noyau
caudé.

Tous les échantillons ont été rincés dans une série de solutions de sucrose de
concentration croissante (12%, 16% et 18%), puis congelés et finalement sectionnés a 40
[Lm avec un cryostat.

(*) La numérotation des régions disséquées correspond a la classification de

Brodman (voir Annexe IV).
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IV- 1-2- Tissu cérébral de rat:

Apres le sacrifice du rat, un hémisphere est plongé dans une solution a 4% de
paraformaldéhyde pendant 24 heures. Le bloc est ensuite mis dans le tampon Coons
(Veronal ou barbital sodique 0,2% (p/v); NaCl 0,85% (p/v); Triton X-100 0,1% (p/v) a
pH 7,4) contenant 20% de sucrose, puis inclus dans du Tissu-Tek avant d'€tre stocké &
-80°C. Les coupes de cerveau sont réalisées sur cryostat, et ont une épaisseur de 14 pm.
Elles sont récupérées sur lames gélatinées et stockées a -40°C.

En parallele a 1'étude immunohistochimique, des colorations au bleu de toluidine
(borate de sodium 1%; bleu de toluidine 0,5%; H20) sont effectuées afin de visualiser

I'évolution de la cytoarchitecture au cours du développement.

IV- 2- Coupes en paraffine:

Pour les patients atteints de la MA 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 pum.
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IV- 3- Immunohistochimie:

IV- 3- 1- Tissu cérébral humain:

* Elimination de la peroxydase endogéne:
Les coupes sont pré-incubées dans un mélange trois volumes de
méthanol/un volume d'eau oxygénée & 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. Apres 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 rincage, un mélange avidine DH-péroxydase
biotinylée, est incubée avec les coupes. L'activité péroxydasique est révélée par l'eau

oxygénée et la diaminobenzidine ou le 4-chloronaphtol.

IV- 3- 2- Tissu cérébral de rat:

Les coupes sont incubées avec l'anticorps AD2 a une dilution de 1/2000, toute la
nuit 8 température ambiante. Apres ringage dans le tampon Coons, la lame est incubée
avec l'anticorps secondaire. Il s'agit d'un anticorps anti-souris fait chez la chévre (Jackson
Immunoresearch, Etats-Unis). Il est marqué a l'isothiocyanate de fluorescéine et est utilisé

a une dilution de 1/100. Lorsque la réaction est terminée, les lames sont & nouveau rincées
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dans le tampon Coons et montées avec un produit glycérolé (1 volume de tampon coons;
3 volumes de glycérol; 0,1 % de paraphényléne diamine). L'isothiocyanate de
fluorescéine produit une fluorescence dans les verts. Le marquage obtenu est visualisée
sous fluorescence, sur le microscope Axiophot (Zeiss) en utilisant le filtre approprié pour

la fluorescéine (excitation a 450-490 nm et émission & 515-565 nm).

V- ANALYSE IMMUNOCYTOCHIMIQUE:

Cette étude a été entierement réalisée par le Pr. Défossez et le Dr. Reig. Nous ne
rappelerons que brievement les techniques utilisées.

Une biopsie cérébrale frontale a été effectuée sur un sujet de 58 ans (Tableau 3;
B1). Ce patient avait été diagnostiqué sur le plan clinique comme Alzheimer probable,
selon les critéres décrits par Mc Khann et al. en 1984. La biopsie était fixée dans un
tampon phosphate contenant 0,05% de glutaraldéhyde, 4% de paraformaldéhyde et 0,2%
d'acide picrique. Puis, elle était post-fixé dans 1% de tétroxyde d'osmium. Apres inclusion
dans l'araldite, des coupes adjacentes semifines et ultrafines étaient coupées sur
ultramicrotome.

L'immunohistochimie est faite sur les coupes adjacentes semifines, apreés
élimination de l'araldite selon la technique décrite par Mayor et al. en 1961. Les coupes
ultrafines sont utilisées, comme décrit dans Défossez et al. en 1988. Apres un premier
traitement par l'eau oxygénée, les grilles sont incubées avec AD2, toute la nuit a 4°C.
Apres ringage, des immunoglobulines anti-souris marqués a 1'or colloidal (15 nm) sont
ajoutées et incubées pendant 1 heure & température ambiante. Finalement, les coupes sont
rincées et contre-colorées par 1'acétate d'uranyle et le citrate de plomb, et analysées sur un

microscope électronique Zeiss 902.
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VI- QUANTIFICATIONS:

Les films ECL ont été digitalisés sur Macintosh Quadra avec un scanner ScanJet
IIC (Hewlet Packard), avec une résolution de 100 points par pouce et sauvés en format
PICT avec une échelle a 256 niveaux de gris.

Les images numérisées sont ensuite analysées grace a un programme du domaine

public, Image 1.47 élaboré par W. Rasband (National Institute of Health, USA).
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AGE: Advanced Glycation End products

Ala: Alanine

ALS/PDC: Amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism dementia complex of Guam
Arg: Arginine

Asn: Asparagine

Asp: Aspartate

ATP: Adénosine tri-phosphate

BPP: Précurseur du peptide AR

Ca?+: Ion calcium

CA: Corne d'Ammon

CBD: Dégénérescence corticobasale

COS: african green monkey kidney cells

Da: Dalton

DNF: Dégénérescence neurofibrillaire

DTT: dithiothréitol

EDTA: Acide éthylénediamine tétraacétique
EGTA: Acide éthyléne glycol- bis(B- aminoéthyl éther) N, N, N', N'- tétraacétique
ERK: Extracellular Regulated Kinase

GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein

Glu: Glutamate

Gly: Glycine

GSK-3: Glycogen Synthase Kinase-3

His: Histidine

Leu: Leucine

Lys: Lysine

MA: Maladie d'Alzheimer

MAP: Microtubule Associated Proteins

MAP kinase: Mitogen-Activated Protein kinase
MgCl,: Chlorure de Magnésium

M&M: Matériels et Méthodes

Na3VOg: Orthovanadate de sodium

NGF: Nerve Growth Factor

PDPK: Proline Directed Protein Kinase

Phe: Phénylalanine

PHEF': Paires de filaments appariés en hélice
PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride

Pro: Proline

PSP: Maladie de Steele-Richardson-Olszewski
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

Ser: Sérine

Thr: Thréonine

Tyr: Tyrosine

TLCK: L- 1- chloro- 3- (4- tosylamido)- 7- amino- 2- heptanone
TPCK: L- 1- chloro- 3- (4- tosylamido)- 4- phényl- 2- butanone
TPK: Tau Protein Kinase



ANNEXES



ANNEXE I

MINI MENTAL TEST
INSTRUCTIONS POUR LE PASSAGE DU TEST

TEST (score de 303 0) :

ORIENTATION

ORIENTATION

13 5: demander la date,
ensulte demander spécialement ce qul a &1§ omis,
par exemple : « Pouvez-vous aussi me dire en quelle saison nous sommes ?
{1 poinl par bonne réponse}
63 10 : demander de la facon suivante : « Pouvez-vous me dire le nom de cet hépital ? »
{la ville, le pays...) (1 point par bonne réponse)

ENREGISTREMENT DES DONNEES

1.  Quel Jour de la semaine sommes-nous ?
2. Quelle est Ia dale aujourd’hui ?

3.  En quel mois sommes-nous ? s
4,  En quelle saison sommes-nous ?

5.  En quelle année sommes-nous ?

6. OU sommes-nous ic} ? (Quel hopital, quelle maison de retraite 2)

7. A quel dtage sommes-nous ?
Dans quelle ville sommas-nous ? ?
Dans quel d )
10.  Dans quel pays sommzs-nous ?

w

ENREGISTREMENT DE DONNEES

11313 Demandef 2u patient s'il accepte de tesler sa mémoire, Nommer alors 3 objets
et | 6 sec. /o{nel) Aprés avoir cité les 3 noms,
demandez-lui de répéter. Cette premid ine son score. Conti 3
lul citer les 3 objets jusqu'd ce qu'il puisse tous k; répéter, elfectuer 6 essais. Sl ne
;uul téellement pas apprendre les 3 noms, J2 test « mémoire rappel » ne peut dire
ait.

11.  Répéiez les mots suivants : « ciron, ci$, ballon »
12,  (lexaminateur doit prononcer ces mots au rythme de un par seconde),

13. Chaque réponse correcte = 1. En cas de difficuliés, recommencez jusqu'd 5 fois.

ATTENTION ET CALCUL MENTAL

14 3 18 :Demander au palient de soustraire }e nombre de 7 de 100, et de sousiraite 3
nouveau 7 du résultat obtenu <1 2insl de suile 5 fols {soit 93, 86, 79, 72 e 65},
Chiflrer le nombre 1otal de bonnes réponses. Si k patient ne veut pas ou ne peut

ATTENTION ET CALCUL MENTAL

14.
15.  Soustraire 7 de 100 et ainst de suite.
16.  IChaque soustraction juste = 1}

pas réaliser cetle tdche, lui demander d'épeler le maot « rouge » A l'envers. Le score 17, Maxi 5 rép
est déterminé par le nombre de lettres présentes 3 la bonne place 18. casenan
{ex. EGUOR =~ 5 poinis, EGOUR = 3 poins).
MEMOIRE — RAPPEL MEMOIRE
19.

Redemander au sujet de vous citer les 3 objets (citron, clé, ballon) déjd appris
{1 point par réponse correcte),

20. Vous souvenez-vous des trols mots que vous avez répéiss tout & 'heure 7
21

LANGAGE LANGAGE
22-23-24 : Montrer au patient une monire et lul demander ce que c'est, recommencer avec 22.  Qu'est-ce que c’est que cela ? {Monlrer un crayon)
un crayon. 23.  Qu'est-ce que c'est que cela ? (Montrer la montre}

Demander au patient de répéter la phrase « pas de si ni de mais » aprds vous.
Ne permettre qu'un scul essal,

25.26-27 : Donner au patient une feuille de papier blanc, et lui donner Tordre.
Compter 1 point pour chaque partie exécutée correctement,

28: Sur une feuille de papier écrire la phrase « Fermez vos yeux » en letires assez
grandes pour que le patlent lise facilernent. Demandez.lui de lire et de faire ce qui est
écrit. Compter 1 point 5'il ferme eflectivement ses yeux.

29: Donner au patient une feuifle de papler blanc et demandez-lui d'dcrire une phrase.

Ne pas dicter de phrase, elle doit dtre écrite sp & Elle doit posséder un
sujet et un verbe el étre sensée. L'otthographe et la ponciuation ne sont pas
obligatoires — 1 point —

24. Répédicz: « Pas de sl ni de mais » {chaque réponse correcte : 1)

25.  Faire exécuter au sujet les 3 ordres successifs suivants @
26.  « Prenez cette feuille de papler, pliez-la par le milieu, et posez-la par tetre o
27.  (maximum 3 points).

28. Lisez et {ailes ce qu'il y a sur cetle feville de papicr («{ermez vos yeuxs).

29, Ecrivez une phrase de volre cholx sur cette feullle.

ACTIVITE MOTRICE

ACTIVITE MOTRICE

30: Sur une leuille de papier vierge dessiner 2 penlagones d’au molns 2 cm de c21é qui
se superposent. Demander au patient de recopier ce dessin exaclement.
Les 10 angles doivent &ire présents ct 2 angles doivent se croiser pour compter
1 point. Ne pas tenir comple d'un tremblement ou d’une rolation du dessin.

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

* MINI MENTAL TEST = Fohtew ef coll. {1975), tradud par L. lsadt,
* MF. Foles, S.E, Fobtem. P.H. Me Hugh : o« Mie-Mental Tost ». A pracical method ke geading the cogrive
state of patienis for the chician, J. Papchiat. Res., 1975, vol. 12, 189195,

30. Copiez ce dassin sur cette feuille,




ANNEXE II

Critéres du NINCDS-ADRDA

Selon MCKHANN et Coll. (1984)

L. The criteria for the clinical diagnosis of PROBABLE Alzheimer's
disease include:

dementia established by ¢linical 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 ar 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, aor gait disorder:

seizures in advanced disease: and

CT normal for age.

iV. Features that meke the diagnosis of PROBABLE Alzheimer's

disease uncertain or unlikely inctude:
sudden, apoplectic onset;

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

seizures or gait disturhances 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 functionssuch 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.

111. 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 ¢onsid-
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.

V1. Criteria for diagnosis of DEFINITE Alzheimer's disease are:

the clinical eriteria 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.
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Partie amino-terminale
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1 19 180 202 ’
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Partie carboxy-terminale

Légende: (P+): anticorps dépendants de la phosphorylation
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