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ERRATUM 

-PAGE 31, la dernière phrase du paragraphe consacré aux isoformes APP 365 et APP 

563. A la place de "les deux isoformes APPs63 et APP751 ne contiennent pas le peptide 

AB et ne sont donc pas amyloïdogéniques", il faut lire "les deux isoformes APPs63 et 

APP365 ne contiennent pas le peptide AB et ne sont donc pas amyloïdogéniques". 

-PAGE 37, une erreur s'est glissé dans le paragraphe consacré aux enzymes B­

sécrétases candidates puisque l' APP n'a pas été démontrée comme une B-sécrétase 

(dernière ligne) et l'article de Papastoitsis et al., 1994 fait référence à l'action B sécrétase 

de 1' endopeptidase 3 .4.24.15 dans différentes conditions. 

-PAGE 113, dans les perspectives de ce travail de thèse (ligne 20): le Dr F. Checler 

(UFR, Sophia Antipolis) ne dispose pas de sondes monoclonales mais polyclonales 

capables de reconnaître spécifiquement les formes se terminant aux acides aminés 40 et 42 

du peptide AB. 
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INTRODUCTION 



GÉNÉRALITÉS 

En 1906, Aloïs Alzheimer, neuropathologiste allemand donna la description 

clinique et anatomopathologique d'une de ses patientes décédée à 56 ans. A l'autopsie, 

le cerveau de celle-ci était très atrophié et l'examen microscopique montrait l'existence 

au sein du cortex cérébral de lésions actuellement connues sous le terme de 

dégénérescence neurofibrillaire et de dépôts amyloïdes. D'autres observations de ce 

type furent ensuite confirmées. En 1911, le nom de "maladie d'Alzheimer" fut donné à 

cette affection pour désigner la démence présénile (apparue avant 65 ans) dont les 

troubles se distinguaient de ceux rencontrés chez les individus atteints de démence 

sénile ou syphilitique. Depuis les années 60, le terme de maladie d'Alzheimer est 

couramment employé pour désigner aussi bien les formes préséniles (avant 65 ans) que 

les formes séniles (après 65 ans). 

La maladie d'Alzheimer est la cause de démence la plus fréquente chez les 

personnes âgées. Elle touche 5% de la population au delà de 65 ans et jusqu'à 20% 

après 80 ans. Dans les pays industrialisés, elle est la première cause de morbidité et 

d'invalidité et l'une des premières causes de mortalité. De plus, avec la baisse de la 

natalité et le vieillissement de la population, elle représente un problème socio­

économique majeur. 

Depuis une dizaine d'années, d'importantes découvertes sur le plan biochimique 

et génétique ont permis de progresser dans la compréhension des mécanismes 

impliqués durant la maladie d'Alzheimer. L'accumulation extracellulaire d'un peptide 

sous la forme de dépôts amyloïdes et la présence intraneuronale de protéines modifiées 

du cytosquelette sont les 2 anomalies caractéristiques de la démence de type Alzheimer. 

L'étiologie de la maladie d'Alzheimer est inconnue mais certains facteurs (âge, facteurs 

génétiques) semblent prédisposer à cette pathologie. Récemment, deux nouveaux gènes 

impliqués dans des formes familiales de maladie d'Alzheimer ont été découverts. Ceci 

confirme que de nombreux facteurs doivent être impliqués dans cette maladie 

hétérogène sur le plan clinique, génétique et biochimique. 
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Dans ce travail, nous nous sommes plus particulièrement intéressé à la mise au 

point d'une méthode de quantification de la substance amyloïde. Cette méthode 

biochimique est complémentaire à 1' analyse neuropathologique et permet également 

d'identifier d'autres constituants qui pourraient être impliqués dans la formation des 

dépôts amyloïdes. 

Dans un premier temps, nous décrirons les aspects cliniques, 

neuropathologiques, biochimiques et génétiques de la maladie d'Alzheimer avant 

d'aborder nos résultats personnels. 
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1-DESCRIPTION CLINIQUE DE LA MALADIE D'ALZHEIMER 

1-1-La démence de type Alzheimer 

La maladie d'Alzheimer est une démence dégénérative qui se manifeste par une 

détérioration progressive des fonctions intellectuelles. La symptomatologie clinique 

associe des troubles de la mémoire, du langage, du jugement, du comportement, de la 

personnalité, et des difficultés à effectuer des tâches routinières. A un stade avancé, les 

fonctions élémentaires sont touchées et le patient décède après 5 à 10 ans en moyenne. 

1-2-Les troubles cognitifs 

I-2-1-Les troubles de la mémoire 

Les troubles de la mémoire sont constants et représentent en règle la première 

manifestation clinique de la maladie. Les patients se plaignent d'oublier les 

informations de tous les jours comme les consignes ou les noms. Ces plaintes peuvent 

être discrètes et isolées et posent alors le problème du diagnostic différentiel avec 

l'oubli bénin lié à l'âge. Toutefois, ces troubles finissent par s'accentuer et se 

caractérisent par un oubli progressif des faits récents. Il est préférable de distinguer 

plusieurs mémoires afin d'analyser au mieux les troubles mnésiques rencontrés durant 

la maladie d'Alzheimer. 

1-2-1-1-Les troubles de la mémoire primaire 

La mémoire primaire ou mémoire à court terme, qui permet le stockage 

temporaire d'une information, est souvent perturbée durant la maladie d'Alzheimer. 

L'une des méthodologies classiques étudiant cette mémoire est issue du paradigme de 

Brown-Peterson. Cet examen clinique consiste à restituer un ensemble d'informations 
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après une tâche interférente. Les patients atteints de la maladie d'Alzheimer éprouvent 

de nombreuses difficultés à répondre à ce genre de test. 

I-2-1-2-Les troubles de la mémoire secondaire 

La mémoire secondaire ou mémoire à long terme permet le stockage d'une 

information transformée, codée. Elle intervient lorsque l'information à mémoriser 

excède la capacité de la mémoire primaire et que le sujet doit maintenir en mémoire, 

manipuler et transformer le matériel avant de le restituer. La mémoire secondaire se 

subdivise en mémoire procédurale ou implicite et mémoire déclarative ou explicite. 

-La mémoire implicite: La mémoire implicite est inconsciente. Elle est explorée par le 

degré avec lequel la présentation préalable d'un stimulus facilite son apprentissage. 

Cette mémoire serait préservée durant la maladie d'Alzheimer. 

-la mémoire explicite: La mémoire explicite est directement accessible à la conscience 

et est très diminuée durant la maladie d'Alzheimer. La composante épisodique de cette 

mémoire concerne les événements précis du vécu du sujet telle que la mémoire 

autobiographique. La composante sémantique se réfère à la connaissance générale et est 

également touchée du fait d'une diminution des capacités de traitement des informations 

sémantiques et visuelles. 

I-2-2-Les troubles du langage (aphasie) 

Ce sont les troubles cognitifs les plus fréquemment constatés après les troubles 

mnésiques. L'intensité de ces troubles est corrélée à la sévérité de la démence. La 

première étape est caractérisée par de fréquents manques du mot, accompagnés de 

circonlocutions, de digressions et de paraphasies verbales. Ces troubles finissent par 

s'accentuer et les troubles de la compréhension apparaissent. En fin d'évolution, toutes 

les modalités sont touchées évoquant une aphasie globale avec réduction massive du 

langage et perturbations importantes de la compréhension. 
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I-2-3-Les troubles praxiques 

Ces troubles qui concernent les réalisations gestuelles peuvent, dans certains 

cas, réduire l'autonomie de façon importante. lls se manifestent de façons variées, 

comme par des troubles lors de l'habillage (apraxie de l'habillage), ou par des difficultés 

à effectuer des gestes de la vie courante qui nécessitent l'utilisation d'objets (apraxie 

idéatoire). L'apraxie réflexive (impossibilité à reproduire des gestes bimanuels sans 

signification) et l'apraxie constructive (impossibilité à reproduire des dessins 

géométriques) constituent deux signes neurologiques observés très précocément durant 

la maladie d'Alzheimer. 

I-2-4-Les troubles gnosigues 

Ce sont les troubles cognitifs les moins étudiés. Néanmoins, une agnosie 

visuelle a été constatée dans environ 30% des cas. Cela se traduit par des difficultés 

pour voir les objets, pour la lecture, ainsi que pour reconnaître des visages même 

familiers (prosopagnosie ). 

I-2-5-Les troubles intellectuels 

Les troubles intellectuels ne sont pas indispensables au diagnostic de maladie 

d'Alzheimer. Ils se traduisent par des troubles du jugement ou des difficultés à résoudre 

les problèmes de la vie quotidienne. lls sont évalués par des tests psychométriques telle 

que l'échelle d'intelligence pour adulte de Wechsler (W AIS) dont les résultats sont 

exprimés en quotient intellectuel. 
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1-3-Les troubles du comportement 

Les troubles du comportement sont rencontrés très fréquemment durant la 

maladie d'Alzheimer bien qu'ils soient d'importance et de nature très diverses selon les 

patients. Ils peuvent être la conséquence des troubles cognitifs, témoigner de la réaction 

du malade à ses difficultés ou être le résultat de la pathologie au niveau de certaines 

régions cérébrales impliquées dans l'activité émotionnelle. 

1-3-1-Dépression 

Parmi les troubles du comportement, la dépression est celui qui a donné lieu au 

plus grand nombre d'études. D'abord considérée comme une simple réaction 

psychologique du patient face à ses déficits, il semblerait qu'elle soit la conséquence des 

lésions de la maladie d'Alzheimer. Du fait d'une sémiologie semblable sur certains 

points, il est parfois difficile de distinguer les patients souffrant de dépression 

"primaire" des patients déments. Il semble de plus que la dépression puisse retarder le 

diagnostic de la maladie d'Alzheimer et aggraver les troubles cognitifs et/ou 

comportementaux. 

1-3-2-Comportements psychopathologigues 

De nombreux comportements psychopathologiques sont observés durant la 

maladie d'Alzheimer: comportements passifs (perte de l'initiative, anxiété), 

comportements d'agitation (irritabilité), comportements égocentriques. D'autres 

manifestations psychotiques (hallucinations, délires) probablement en rapport avec les 

déficits cognitifs sont rencontrées lorsque la maladie est déjà évoluée. Cependant, ces 

troubles ne sont pas spécifiques de la maladie d'Alzheimer et peuvent être observés 

dans des cas de démence vasculaire. 

13 



1-4-Les troubles neurolo~ques 

Un certain nombre de manifestations neurologiques sont rencontrées au cours de 

la maladie d'Alzheimer. Il s'agit essentiellement de signes extrapyramidaux et de 

troubles de la marche. Les signes extrapyramidaux se manifestent par une augmentation 

du tonus musculaire et peuvent être constatés dans 40 à 90% des cas de démence 

sévère. Les troubles de la marche se caractérisent par des anomalies discrètes mais 

significatives de la marche et de l'équilibre. 

1-5-Le diagnostic 

1-5-1-Les éléments du diagnostic 

Des examens tels que le "Mini Mental Test (Annexe 1): MMS" (Folstein et al., 

1975), l'échelle d'intelligence pour adultes de Wechsler (Wechsler et al., 1956) ou des 

tests psychométriques comme les échelles d'évaluation de Blessed (Blessed et al., 1968) 

ont pour but de quantifer une altération du fonctionnement cérébral. 

Des examens paracliniques sont également utilisés afin d'éliminer les affections non 

dégénératives qui pourraient provoquer des troubles correspondant à une démence: le 

scanner-X élimine les affections d'origine tumorale; l'imagerie par résonance 

magnétique nucléaire (IRM), la tomographie par émission de positron (débit de flux 

sanguin, métabolisme du glucose) et les examens biologiques (sang, liquide céphalo­

rachidien) écartent un dysfonctionnement cérébral d'origine inflammatoire ou 

métabolique. 
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1-5-2-Les critères du diagnostic 

Du vivant du patient, il n'existe pas de marqueur absolu de la maladie 

d'Alzheimer. Le diagnostic de la maladie d'Alzheimer repose donc sur des critères 

cliniques et paracliniques et sur l'exclusion de toute autre forme de pathologie. Les 

critères de diagnostic clinique établis par le National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke (NINCDS) et l' Alzheimer's Disease and Related Disorders 

Association (ADRDA) se répartissent en trois catégories (Annexe Il): maladie 

d'Alzheimer probable, possible et confirmé (Mc Khann et al., 1984). Le diagnostic de 

certitude repose sur la somme de critères cliniques et neuropathologiques (critères du 

CERAD) qui se basent sur un examen histologique du cerveau montrant la présence de 

neurones en dégénérescence neurofibrillaire et de dépôts de substance amyloïde (Mc 

Khann et al., 1984, Khachaturian, 1985; Mirra et al., 1991). 

Il-ASPECTS NEUROPATHOLOGIQUES DE LA MALADIE 

D'ALZHEIMER 

Il-l-Aspects macroscopiques 

Le cerveau de patients atteints de maladie d'Alzheimer présente une atrophie 

corticale diffuse, très prononcée au niveau des lobes temporaux et pariétaux. Ceci se 

traduit par un élargissement des sillons et un rétrécissement des circonvolutions. Une 

dilatation des ventricules latéraux et du mème ventricule, plus ou moins marquée selon 

la sévérité des cas, est également constatée. 
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11-2-Aspects microscopiques 

ll-2-1-La perte neuronale 

La mort neuronale ne provoque pas un vide dans le parenchyme nerveux car ce 

dernier se resserre en masquant la place laissée vacante par le neurone. ll en résulte une 

atrophie corticale qui pennet d'estimer une réduction du nombre de cellules de l'ordre 

de 22 à 26% (Terry et al., 1981; Mountjoy et al., 1983). Pour certains auteurs, la mort 

neuronale serait la cause principale des signes cliniques de la maladie d'Alzheimer 

(Mann, 1988). Une perte synaptique, démontrée par des études immunohistochimiques 

grâce à des sondes dirigées contre la synaptophysine, a également été constatée 

(Masliah et al., 1991). 

ll-2-2-La réaction gliale 

Une gliose astrocytaire dans l'ensemble des régions cérébrales est constatée 

durant la maladie d'Alzheimer (Mandybur et Chuirazzi, 1990). En effet, une 

hypertrophie astrocytaire est mise en évidence par un marquage fortement augmenté 

avec un anticorps dirigé contre la GFAP ou Glial Fibrillary Acidic Protein (Delacourte, 

1990), une protéine du cytosquelette des cellules astrocytaires. ll faut noter que ce 

processus est constaté également durant le vieillissement normal mais qu'il se limite 

alors à la région hippocampique et parahippocampique (David et al., 1994). 

ll-2-3-Les lésions neuropathologigues 

Les neurones en dégénérescence neurofibrillaire et les dépôts extracellulaires de 

substance amyloïde constituent les deux lésions neuropathologiques principales 

permettant d'établir de façon définitive le diagnostic de la maladie d'Alzheimer. 
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ll-2-3-1-La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

Al Microscopie optig,ye 

Les neurones en dégénérescence neurofibrillaire possèdent des propriétés 

argyrophiles et sont ainsi mis en évidence par de nombreuses imprégnations 

argentiques (Gallyas, 1971; Campbell et al., 1987). Les lésions neurofibrillaires sont 

également visualisées par des molécules qui ont la particularité de mettre en évidence 

des structures en feuillets B plissés telle que la thioflavine S (Figure lA). Ces 

techniques permettent non seulement de mettre en évidence les neurones en 

dégénérescence, mais aussi les neurites dystrophiques (Delacourte et al., 1987; Lenders 

et al., 1989). 

Bl Microscopie électronique 

La dégénérescence neurofibrillaire à l'échelle ultrastructurale été décrite 

initialement par Kidd (Kidd, 1963). Elle est caractérisée par l'accumulation 

intraneuronale de paires de filaments appariées en hélice ou PHF (Paired Helical 

Filaments) (Kidd, 1963). L'hélice des PHF possède un diamètre de 20 nm pour un pas 

de 80nm. 

Cl Composition 

Des techniques immunohistochimiques ont permis de montrer que les protéines 

tau (protéines du cytosquelette associées aux microtubules) constituent le composant 

antigénique majeur des PHF (Brion et al., 1985; Delacourte et Défossez, 1986; 

Grundke- lqbal et al., 1986a) (Figure lB etC). D'autres constituants ont également été 

retrouvés au sein des neurones en dégénérescence tels que l'ubiquitine (Bancher et al., 

1991), des protéines du cytosquelette, MAP2 (en anglais, Microtubule Associated 
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Protein) (Kosik et al., 1984), les neurofilaments (Vickers et al., 1994) et 

l'apolipoprotéine E (Namba et al., 1991). 

D) Distribution topo&raphigue 

-Distribution régionale: 

Les régions hippocampiques et parahippocampiques, essentiellement le cortex 

entorhinal, le subiculum et le champ CAl de l'hippocampe sont les régions 

principalement touchées par la DNF (Arnold et al., 1991). Le noyau basal accessoire de 

l'amygdale est également atteint. Enfin, les aires néocorticales du lobe temporal 

contiennent également une quantité très importante de DNF. Les lobes frontaux, 

pariétaux et occipitaux sont moins atteints par le processus comparativement aux lobes 

limbiques et temporaux (Arnold et al., 1991). 

-Distribution laminaire: 

Les neurones pyramidaux des couches II, III et IV du cortex entorhinal sont 

essentiellement touchés par la DNF (Arnold et al., 1991) ainsi que la couche 

pyramidale du CAl (Hof et al., 1990a; Priee et al., 1991, Arnold et al., 1991). Au 

niveau des aires associatives néocorticales, les grands neurones pyramidaux des 

couches (II-ID) et (V-VI) sont atteints par la dégénérescence neurofibrillaire. Toutefois, 

les couches infragranulaires (V-VI) sont toujours plus affectées que les couches 

supragranulaires (II-ID) (Lewis et al., 1987; Hof et al., 1990a). 

-Évolution: 

La dégénérescence neurofibrillaire suit un schéma évolutif selon Braak et Braak, 

1991, et se répartit en 6 stades différents. Durant les premiers stades (stades 1 et II), la 

DNF est localisée tout d'abord au niveau de la région transentorhinale, ce qui constitue 

les "stades transentorhinaux". La formation hippocampique est ensuite touchée (stades 

III et N). Ces stades sont communément définis comme les "stades limbiques". Enfin, 
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aux "stades isocorticaux" (stades V et VI), les aires associatives sont envahies par le 

processus neurodégénératif. 

Durant le "vieillissement normal" on observe également de la dégénérescence 

neurofibrillaire se limitant essentiellement au régions entorhinales et hippocampiques 

(Priee etal., 1991, Bouras etal. 1993). 

ll-2-3-2-Les dépôts de substance amyloïde 

A) Microscopie optigue 

-Techniques histochimiques 

Les dépôts de substance amyloïde ont des propriétés argyrophiles de part leur 

structure filamenteuse. Ils sont donc visualisables par de nombreuses techniques 

d'imprégnations argentiques (Bielskowsky, 1904; Globus, 1927, Gallyas, 1971; 

Campbell et al., 1987). Leur structure en feuillets B plissés permet de les visualiser par 

la méthode de diffraction des rayons X ou par certains colorants électifs comme le 

rouge Congo ou la thioflavine S (Figure 2A). La structure secondaire des dépôts de 

substance amyloïde procure une biréfringence verte en lumière polarisée après 

coloration par le rouge Congo (Tomlinson et Corsellis, 1984). 

-Techniques immunohistochimiques 

Le constituant principal des dépôts amyloïdes a été purifié et séquencé. Il s'agit 

d'un peptide de 39 à 43 acides aminés nommé peptide amyloïde ou peptide AB 

(Glenner et Wong, 1984 a, b; Masters et al., 1985). L'utilisation d'anticorps dirigés 

contre ce peptide a permis de révéler les dépôts amyloïdes. L'immunohistochimie est 

considérée comme la méthode de révélation la plus sensible et la plus spécifique 

puisqu'elle permet également de révéler les dépôts préamyloïdes diffus non 

visualisables par les méthodes histochimiques classiques (Tagliavini et al., 1988; 

Bugiani et al., 1989, Behrouz et al., 1991) (Figure 2B). 
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De nombreux autres constituants, détectés également par immunohistochimie, 

colocalisent avec le peptide A13 au sein des plaques séniles: l'apolipoprotéine E (Apo E), 

l' Apo B, les protéoglycannes, les protéines du complément (Clq, C3d, et C4d), des 

immunoglobulines, des protéines de la matrice extracellulaire, le composé P amyloïde, 

l'a1-antichymotrypsine ... (pour revue voir Fraser et al., 1993a). 

B) Microscopie électronique 

L'étude des fù.aments amyloïdes à l'échelle ultrastructurale montre des fù.aments 

droits en feuillets B plissés possédant un diamètre compris entre 4 et 8 nm (Merz et al., 

1983) (Figure 3). 

C) La classification des dépôts amyloïdes 

Deux principaux types de dépôts amyloïdes se distinguent selon leur situation 

dans le cortex cérébral. On distingue les dépôts amyloïdes situés dans la paroi des 

vaisseaux de ceux situés dans le parenchyme cérébral. Les dépôts amyloïdes 

exclusivement situés dans le parenchyme cérébral se différencient en quatre types selon 

la classification de Ikeda et coll. (1989): 

-Les lésions de type 1 sont représentées par les plaques séniles "matures" ou 

"classiques". Elles sont constituées d'un cœur dense de nature fibrillaire entouré d'un 

halo sphérique de neurites dystrophiques (Figure 4A). Les dépôts uniquement 

constitués du cœur dense sans halo rentrent également dans cette catégorie. lls sont 

communément appelées "burn-out plaques" selon la classification de Wisniewski et 

Terry (1973). 

-Les lésions de type 2 concernent les dépôts sphériques sans cœur dense, encore 

appelées "plaques primitives" selon la classification de Wisniewski et Terry (1973). 
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-Les lésions de type 3 se présentent sous la forme de dépôts amyloïdes 

granulaires et définissent les dépôts diffus préamyloïdes détectables essentiellement par 

les techniques immunohistochimiques (Figure 4 A). 

-Les lésions de type 4 sont représentées par des amas de granules 

immunoréactives. 

L'accumulation de substance amyloïde dans la paroi des vaisseaux constitue 

l'angiopathie. L'angiopathie congophile se limite à la paroi des gros vaisseaux 

perforants (Figure 4 B). L'angiopathie dyshorique s'étend au parenchyme situé à 

proximité du vaisseau cérébral. 

Dl Distribution topographigue 

-Régionale: 

Contrairement aux lésions de type neurofibrillaire, les dépôts de substance 

amyloïde sont retrouvés préférentiellement dans les aires associatives du néocortex 

(lobes frontaux, temporaux, occipitaux et pariétaux), et plus rarement au niveau des 

régions hippocampiques et parahippocampiques (Arnold et al., 1991; Braak et Braak, 

1991). Les lobes temporaux, et occipitaux semblent plus touchés que les régions 

frontales et pariétales (Arnold et al., 1991). 

-Laminaire: 

Dans un premier temps, les techniques histochimiques ont montré que les dépôts 

amyloïdes se situaient préférentiellement au niveaux des couches II et III du néocortex 

(Hof et al., 1992; Lewis et al., 1987). Toutefois, la distribution des dépôts amyloïdes 

révélés par des techniques immunohistochimiques se généralise à l'ensemble des 

couches du néocortex ainsi qu'à la limite 'substance grise-substance blanche' (Braak et 

Braak, 1991). 
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-Évolution et distribution topograhique: 

La distribution de l'amyloïde dans l'ensemble du cerveau est très variable selon 

les individus. Ce qui laisse penser que la progression de l'amyloïde dans le cerveau ne 

suit pas un schéma évolutif précis. Néanmoins, 3 stades (A, B et C) ont été défmis selon 

Braak et Braak (1991). Au stade A, quelques dépôts amyloïdes sont retrouvés au 

niveau des aires isocorticales et plus spécialement au niveau des parties basales des 

lobes frontaux, temporaux et occipitaux. La formation hippocampique est dépourvue 

d'amyloïde. Quelques rares dépôts sont détectés au niveau de la couche parvocellulaire 

du présubiculum et des couches pré-P et pré-y du cortex entorhinal. Au stade B, les 

couches pyramidales du subiculum et du CAl sont touchées par l'amyloïde. Les 

couches moléculaires du subiculum et du gyrus dentatus sont également atteintes. Des 

dépôts amyloïdes diffus sont également retrouvés au niveau de la couche 

parvocellulaire du présubiculum et au niveau du cortex entorhinal. l'ensemble des aires 

isocorticales sont envahies. Seules les aires sensitives et motrices primaires sont 

épargnées. Au stade C, la substance amyloïde a envahi l'ensemble des aires 

isocorticales (ainsi que les aires motrices primaires). La formation hippocampique n'est 

pas plus touchée qu'au stade B. Les noyaux gris sous-corticaux (striatum, thalamus, 

hypothalamus) peuvent être atteints. Enfin, la couche moléculaire du cervelet peut 

présenter de nombreux dépôts diffus d'amyloïde. 

Le cerveau de patients atteints du syndrome de Down (trisomie 21) est très 

rapidement envahi par de nombreux dépôts amyloïdes. Leur distribution est similaire a 

celle constatée durant la maladie d'Alzheimer. Il semble néanmoins que l'amygdale, 

l'hippocampe et le cortex entorhinal soient plus précocement touchés (Mann et Esiri, 

1989). On note également la présence de dépôts diffus dans le cervelet (Mann et al., 

1990). 
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-Évolution et formation des dépôts amyloiâes: 

Les différents types de dépôts amyloïdes observés dans le cortex cérébral ne 

seraient pas des structures figées mais évolueraient dans le temps. ll est généralement 

admis que durant la formation de l' amyloïde, les stades précoces sont représentés par 

les dépôts diffus ou dépôts préamyloïdes non fibrillaires (lésions de type 3) tandis que 

les plaques séniles "classiques" (lésions de type 1), associées à de la DNF et à une 

réaction gliale intense définissent les stades ultérieurs plus matures (Tagliavini et al., 

1988; Wisniewski et al., 1989; Da vies et Mann, 1993). 

ll-2-3-3-Relation entre les dépôts amyloïdes et la dégénérescence 

neurofibrillaire 

Selon de nombreux auteurs, la démence serait plus corrélée au nombre de 

neurones en dégénérescence qu'à celui des dépôts amyloïdes (Wilcock et Esiri, 1982; 

Duyckaerts et al., 1987; Katzman et al., 1988; Delaère et al., 1989, 1990; Arriagada et 

al., 1992). Dans le cerveau de patients atteints de maladie d'Alzheimer, ces deux lésions 

coexistent toujours mais dans des proportions variables. La question qui consiste à 

savoir si la substance amyloïde précède ou non l'apparition de la DNF reste posée. Pour 

certains auteurs, la mort neuronale précède la formation des dépôts amyloïdes (Masliah 

et al., 1990; Terry et al., 1991; Perry et al., 1992). Pour d'autres, c'est l'amyloïde qui 

serait observée en premier lieu (Hardy et Higgins, 1992). Les études menées sur des 

patients atteints de trisomie 21 favoriseraient plutôt la seconde hypothèse. En effet, ces 

sujets présentent, de façon très précoce, les lésions neuropathologiques de la maladie 

d'Alzheimer et constituent donc un modèle d'étude de la formation et de l'évolution de 

ces deux types de lésions. Durant cette pathologie, les dépôts amyloïdes observés dès 

l'âge de 20 ans, précèdent environ de 10 à 15 ans l'apparition de la dégénérescence 

neurofibrillaire (Giaccone et al., 1989; Mann et Esiri., 1989). ll existe d'autres 

arguments en faveur de l'amyloïde dans l'étiopathogénie des lésions de la maladie 

d'Alzheimer. Ainsi, de nombreuses études in vitro ont montré que le peptide AB agrégé 
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était neurotoxique (Yankner et al., 1990; Mattson et al., 1992). Enfin, il faut noter 

1' existence de formes familiales de maladie d'Alzheimer liées à la présence de 

mutations sur le gène du précurseur du peptide amyloïde (Goate et al., 1991; Murrell et 

al., 1991. Chartier-Harlin et al., 1991; Mullan et al., 1992). 

Ill-ASPECTS BIOCHIMIQUES DE LA MALADIE D'ALZHEIMER 

III -1-La dé~énérescence neurofibrillaire 

Les neurones qui dégénèrent sont caractérisés par une accumulation 

intraneuronale de PHF dont les composants antigéniques majeurs sont les protéines du 

cytosquelette associées aux microtubules, les protéines tau (Brion et al., 1985; 

Delacourte et Défossez, 1986; Grundke- Iqbal et al., 1986a). 

III-1-1-Les protéines tau 

III-1-1-1-Structure 

Le gène des protéines tau est situé sur le chromosome 17 (Neve et al., 1986). 

Dans le système nerveux central, 6 ARN messagers différents sont générés par épissage 

alternatif d'un transcrit primaire constitué de 16 exons. Ces 6 ARN messagers sont 

traduits en six isoformes de protéines tau (Figure 5) qui diffèrent par la présence du 

coté amino-terminal (N-terminal), d'un ou deux inserts de 29 ou 58 acides aminés et, du 

coté carboxy-terminal CC-terminal), d'une séquence répétitive de 31 ou 32 acides 

aminés contenant le motif (Pro-Gly-Gly-Gly) et se répétant trois ou quatre fois (Goedert 

et al., 1989a). La présence ou non des inserts en position N-terminale, et de la séquence 

répétitive en position C-terminale confère aux 6 variants tau une masse moléculaire 
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apparente (déterminée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de 

SDS) comprise entre 45 et 62 kDa. 

FIGURES 

3 4 352. 

A 

2 3 4 383 

B 

3 4 381 

c 

2 3 4 412. 

D 

3 4 410 

E 

2 3 4 

F 

Les 6 isoformes sont retrouvées dans le cerveau adulte humain. L'expression 

des protéines tau est régulée au cours du développement. En effet, une seule isoforme 

est retrouvée à la naissance, l'isoforme fœtale. Cette isoforme ne contient ni d'insert N-

terminal, ni de séquence répétitive supplémentaire (Goedert et al., 1989b) et correspond 

à l'isoforme A dans la Figure 5. 

ID-1-1-2-Localisation 

Dans le cerveau humain, les protéines tau sont essentiellement localisées au 

niveau des neurones. Ceci a été démontré par immunohistochimie (Kowall et Kosik:, 

1987) et par hybridation in situ (Kosik: et al., 1989). Au niveau cellulaire, la localisation 

des protéines tau serait plutôt axonale (Binder et al., 1985; Kowall et Kosik, 1987; 

Brion et al., 1988), mais elles ont également été détectées au niveau somato-dendritique 
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(Papasozomenos et Binder, 1987). Leur localisation intracellulaire dépendrait de leur 

degré de phosphorylation. 

ill-1-1-3-Rôle 

Les protéines tau font partie des protéines associées aux microtubules ou MAPs. 

Elles induisent la polymérisation des molécules de tubuline, constituant majeur des 

microtubules (Cleveland et al., 1977a,b) auxquelles elles se lient par l'intermédiaire des 

séquences répétitives (Pro-Gly-Gly-Gly) (Lee et al., 1989; Himmler et al., 1989; Butner 

et Kirschner, 1991). Elles stabilisent les microtubules et ont donc un rôle dans le 

transport axonal (Drubin et Kirschner, 1986). Enfin, sur des cultures de neurones 

cérébelleux de rats embryonnaires, un rôle des protéines tau a été démontré dans la 

différenciation axonale des neurites (Caceres et Kosik, 1990). 

ill-1-1-4-La phosphorylation des protéines tau 

Si l'hétérogénéité des protéines tau est due à l'existence de différentes 

isoformes, elle est accentuée par les modifications post-traductionnelles 

(phosphorylation). Par analyse bidimensionnelle, environ vingt protéines sont détectées 

avec des points isoélectriques (pl) compris entre 6,5 et 8,5 (Cleveland et al., 1977a,b). 

L'état de phosphorylation régulerait la liaison des protéines tau aux micro tubules 

(Cleveland et al., 1977a,b). Ainsi, le site de la Ser262 (selon la numérotation de 

l'isoforme contenant 441 acides aminés) serait particulièrement impliqué dans cette 

liaison (Biernat et al., 1993). Les protéines tau déphosphorylées favorisent la 

polymérisation des microtubules (Lindwall et Cole, 1984; Drubin et Kirschner, 1986, 

Yamamoto et al., 1988). 
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W-1-2-Les protéines tau durant la maladie d'Alzheimer 

ID-1-2-1-Description 

De nombreuses équipes ont démontré par des techniques immunocytochimiques 

(Brion et al. 1985; Nukina et Ihara, 1986; Delacourte et Défossez, 1986; Kosik et al., 

1986; Grundke-Iqbal et al., 1986a), et biochimiques (Wischik et al., 1988 a,b; Kondo et 

al., 1988) que les protéines tau sont les constituants majeurs des PHF. L'analyse sur gel 

de polyacrylamide permet de constater qu'elles ont une mobilité électrophorétique 

ralentie comparativement aux protéines tau normales. Un triplet de protéines tau 

pathologiques a été mis en évidence dans des homogénats de tissu cérébral autopsique 

de patients atteints de maladie d'Alzheimer (Delacourte et al., 1989; 1990; Flament et 

al., 1989; Ksiezak-Reding et al., 1990; Greenberg et Davies, 1990). Il s'agit des 

protéines tau 55, tau 64 et tau 69 (en référence à leur masse moléculaire respective). De 

plus, 1' analyse bidimensionnelle permet de constater que les protéines tau 

pathologiques sont plus acides que les protéines tau normales avec des points 

isoélectriques variant entre 5,5 et 6,5 (Ksiezak-Reding et al., 1992). Les protéines tau 

pathologiques sont incapables de se lier aux microtubules (Iqbal et al., 1986), sont 

particulièrement insolubles et s'agrègent pour former les PHF. 

lli-1-2-2-Hypothèse de la phosphorylation anormale 

Depuis 1986, une phosphorylation anormale des protéines tau est suggérée 

durant la maladie d'Alzheimer (Grundke-Iqbal et al., 1986b; Ihara et al., 1986, Flament 

et al., 1989). L'augmentation de la masse moléculaire, ainsi que l'acidité accrue du 

point isoélectrique des protéines tau pathologiques, seraient dues à une 

hyperphosphorylation (Grundke-Iqbal et al., 1986b; Flament et al., 1989; Delacourte et 

al., 1990; Goedert et al., 1992a). L'origine du triplet de protéines tau pathologiques 

résulterait ainsi de la phosphorylation de l'ensemble des 6 variants tau (Goedert et al., 
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1992a). De nombreux sites de phosphorylation "anormale" ont été découverts sur les 

protéines tau pathologiques par spectrométrie de masse (Hasegawa et al., 1992; 

Morishima-Kawashima et al., 1995) ou grâce à l'utilisation d'anticorps dépendants de 

la phosphorylation (Mercken et al., 1992; Goedert et al. 1994). Ces sites de 

phosphorylation "anormale" sont pour la plupart situés de part et d'autre des régions de 

liaison aux microtubules. Vingt et un sites de phosphorylation ont ainsi été décrits dont 

11 sont de type Ser!Thr-Pro et 10 de type non Sertrhr-Pro (Morishima-Kawashima et 

al., 1995). Connaissant les sites de phosphorylation, les kinases impliquées ont pu être 

soupçonnées par des études de phosphorylation in vitro. Il s'agit de kinases dirigées 

contre des motifs Ser-Pro ou Thr-Pro, incluant les MAP kinases (Drewes et al., 1992), 

la "glycogen synthase kinase-3" ou GSK3 (Hanger et al., 1992), ou les kinases 

dépendantes des cyclines (Ledesma al., 1992). La protéine kinase responsable de la 

phosphorylation anormale des protéines tau pathologiques n'a pas encore été identüiée. 

Toutefois, la phosphorylation des protéines tau dépend également de l'activité des 

phosphatases (Goedert et al., 1992b; Gong et al., 1993) et résulterait alors de la balance 

des activités kinasiques et phosphatasiques. 

lli-1-2-3-Hypothèse de la phosphorylation normale 

Récemment, Matsuo et coll. démontrèrent que certains sites de phosphorylation 

"anormale" des protéines tau pathologiques étaient retrouvés sur les protéines tau 

provenant de biopsies de sujets sains, après un délai post-mortem court voire nul 

(Matsuo et al., 1994). L'étude immunochimique réalisée avec des anticorps 

monoclonaux dépendants de la phosphorylation révèle ainsi la présence d'un triplet de 

protéines tau hyperphosphorylées, similaire à celui des protéines tau pathologiques. 

Ceci remettrait-il en cause l'hyperphosphorylation des protéines tau pathologiques? 
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III-1-2-4-Différences entre protéines tau pathologiques et tau 

biopsiques 

Une étude cinétique a démontré que l'hyperphosphorylation des protéines tau 

biopsiques de sujets sains disparaît très rapidement lors de délais post-mortem 

supérieurs à 2 heures. Cette déphosphorylation des protéines tau, constatée également 

chez le rat, est provoquée par les phosphatases endogènes restées très actives (Mawal­

Dewan et al., 1994; Buée-Scherrer et al., 1996). Le tissu cérébral autopsique obtenu 

après des délais post-opératoires bien souvent supérieurs à 2 heures ne permettait donc 

pas de constater cette phosphorylation des protéines tau chez les sujets sains. Toutefois 

la phosphorylation des protéines tau normales biopsiques n'est pas identique à celle des 

protéines tau pathologiques: i) l'analyse par électrophorèse bidimensionnelle montre 

que les protéines tau pathologiques sont plus acides, résultant probablement d'une 

phosphorylation plus importante (Sergeant et al., 1995); ii) un anticorps monoclonal 

dépendant de la phosphorylation (ATlOO) ne détecte aucun triplet dans les biopsies. 

Ceci indique que certains sites de phosphory lation sont donc spécifiques des protéines 

tau pathologiques (Matsuo et al., 1994). 

Pourquoi les protéines tau pathologiques restent-elles phosphorylées? Plusieurs 

hypothèses sont avancées: une inactivité phosphatasique, une inaccessibilité des PHF 

aux phosphatases, une conformation spécifique des protéines tau pathologiques 

pourraient expliquer la protection des PHF vis à vis des phosphatases. 

29 



111-2-La substance amyloïde 

ID-2-1-Le peptide amyloïde ou peptide AB 

Le peptide AB est un peptide de 39 à 43 acides aminés. Il est le constituant 

principal de tous les dépôts de substance amyloïde (Glenner et Wong, 1984 a,b; 

Masters et aL, 1985). Sa séquence primaire est la suivante: 

ASPt-ALA-GLU-PHE-ARG-HIS-ASP-SER-GLY-TYR-GLU-VAL-HIS-HIS-GLN-LYSt6-LEUt7-

V AL-PHE-PHE-ALA-GLU-ASP-V AL-GLY -SER-ASN-LYS2s-GL Y -ALA-ll..E-ILE-GLY -LEU­

MET-V AL-GLY -GLY-V AL-V AL-ILE-ALA-'fHR4J. 

Le peptide AB fait partie d'un précurseur de taille beaucoup plus importante nommé 

APP pour amyloid precursor protein (Kang et al., 1987). 

lli-2-1-1-Le précurseur du peptide amyloïde (APP) 

La connaissance de la séquence du peptide AB a permis, par des techniques de 

biologie moléculaire, de localiser le gène de l'APP sur le chromosome 21, à la limite de 

la région 2lq21.3 et 21q22.1 (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987, Goldgaber et al., 

1987; Robakis et al., 1987). Le gène APP comporte 19 exons (Lemaire et al., 1989) et a 

une taille de 400 kpb. Six ARNm différents sont générés par épissage alternatif. Ils 

donnent naissance après traduction, aux APP365, 563, 695, 714, 751, 770· Un autre mode 

d'épissage décrit essentiellement dans les leucocytes et les cellules micro gliales conduit 

aux L-APP qui se distinguent respectivement des ARNm des APP695, 714, 751 et 770 par 

une délétion de l'exon 15 (Konig et al., 1992) (Figure 6). 
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A) Les différentes isoformes de l'APP 

-APP 695 

L'APP695 est l'isoforme majoritaire du système nerveux central (Tanaka et al., 

1988; Mita et al., 1989; Golde et al., 1990; Kang et Müller-Hill, 1990). L'ARNm de 

l'APP695 comprend 16 exons (Figure 6). Le domaine extracellulaire possède une région 

riche en cystéine, un domaine anionique (riche en acides aminés acides: Glu, Asp) et 

deux sites de N-glycosylation (Kang et al., 1987). Le peptide AB est codé en partie par 

les codons 16 et 17 (Lemaire et al., 1989). TI est à la fois extracellulaire (pour les 28 

premiers acides aminés) et transmembranaire (pour les 15 derniers). 

-APP 714. 751 et 770 

Ces isoformes possèdent les mêmes régions que l'APP695· Toutefois, ils se 

distinguent dans la partie extracellulaire, par la présence de certains domaines codés par 

des exons supplémentaires. Ainsi, les isoformes APP714 et APPno possèdent un 

domaine long de 19 acides aminés, analogue à un antigène lymphocytaire OX-2 

(Kitaguchi et al., 1988; Golde et al., 1990). Une région spécifique (KPI) comprenant 56 

acides aminés est retrouvée chez les isoformes APP751 et APP77o (Ponte et al., 1988; 

Tanzi et al., 1988; Kitaguchi et al., 1988) (Figure 6). Ce domaine est homologue aux 

inhibiteurs de protéases à sérine de type Kunitz (rn, UTI). 

-APP 365 et 563 

Ces isoformes ne possèdent pas la région transmembranaire (comprenant le 

peptide AB). L'APP365 correspond à la forme sécrétée de l'APP77o avec, dans sa partie 

extracellulaire la présence des domaines KPI et OX-2 (Jacobsen et al., 1991). L'APPs63 

correspond à l'APP751 dont la partie C-terminale et la région transmembranaire ont été 

remplacées par une insertion d'une vingtaine d'acides aminés homologues à la famille 

Alu repeat (De Sauvage et Octave, 1989). Les deux isoformes APPs63 et APP751 ne 

contiennent pas le peptide AB et ne sont donc pas amyloïdogéniques. 
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-APLP1 et APLP2 

L' APP appartient à une importante famille de protéines incluant les amyloid 

precursor-like protein 1 et 2 ou APLP1 (Wasco et al., 1992) et APLP2 (Wasco et al., 

1993; Slunt et al., 1994). Les APLP1 et 2 sont les produits de gènes situés 

respectivement sur les chromosomes 19 et 11. lls possèdent une très forte homologie de 

séquence avec l'APP au niveau des régions N-terminales et intracytoplasmiques. Par 

contre, ils ne sont pas amyloïdogéniques puisqu'ils se différencient de l'APP dans la 

région du peptide AB (Wasco et al., 1992, 1993). 

B) Distribution tissulaire 

Des études en Northern-blot ont montré l'existence d'ARNm de l'APP dans le 

cerveau, mais aussi dans de nombreux tissus périphériques (rein, cœur, rate, pancréas, 

muscle, langue, thymus, intestin, foie) (Tanzi et al., 1987; Goldgaber et al., 1987; 

Robak:is et al., 1987). L' APP695 est retrouvé de façon majoritaire dans le système 

nerveux central (Golde et al., 1990; Tanaka et al., 1991). Par contre, les isoformes 

APP751 et APPno sont préférentiellement exprimées au sein des tissus périphériques 

(Neve et al., 1988, Golde et al., 1990). Des études d'hybridation in situ et 

d'immunohistochimie ont montré que la principale source d' APP dans le système 

nerveux central provient des neurones (Card et al., 1988; Neve et al., 1988). Toutefois, 

l' APP est également exprimé par les astrocytes (Mita et al., 1989; Siman et al., 1989) et 

est retrouvé également au niveau de la membrane basale des vaisseaux cérébraux 

(Haass et al., 1994a). 

32 



C) Structure de l'APP 

La structure de l' APP évoque celle d'une glycoprotéine membranaire d'environ 

110-135 kDa (Selkoe et al., 1988), présentant de part et d'autre d'un segment 

transmembranaire, une région extracellulaire et un cours domaine intracytoplasmique 

(Kang et al., 1987; Younkin, 1991) (Figure 7). 

Outre le peptide signal (séquence de 18 acides aminés), la partie extracellulaire 

contient une région riche en cystéine pouvant fixer le cuivre (Hesse et al., 1994) 

[séquence 135-155] (selon la numérotation de l'APP77o), et le zinc [181-188] (Bush et 

al., 1993). Après une séquence anionique riche en acides aminés acides (Glu-Asp), on 

trouve une région basique contenant les régions KPI et OX-2. Dans cette région figure 

également une séquence qui serait impliquée dans l'activité trophique de l'APP [403-

407] (Ninomiya et al., 1993). Une région homologue aux inhibiteurs de 

métalloprotéases [439-671] a également été identifiée (Miyazaki et al., 1993). Deux 

sites de fixation à l'héparine ([174-185] et [391-412]) et 1 site de fixation du collagène 

[523-540] sont présents dans la partie extracellulaire (Small et al., 1994; Multhaup, 

1994; Beher et al., 1996). Enfin, Il faut noter la présence de deux sites de N­

glycosylation (CHO) [Asn542 et Asnsn] (Kang et al., 1987) (Figure 7). 

La partie intracytoplasmique comporte la séquence [N759 P T Y 7621 permettant 

à l' APP d'être internalisé via les puits de clathrine (Haass et al., 1992a; Kosik, 1992). 

Enfin, la séquence [732-751] permettrait l'interaction de l' APP avec les protéines Go 

fixant le GTP (Nishimoto et al., 1993). 

Le peptide AB se situe à la fois dans la partie extracellulaire et intramembranaire 

[671-713]. li possède la séquence RHDS dans sa partie N-terminale [5-8], homologue à 

la séquence RGDS des protéines d'adhésion cellulaire (Ghiso et al., 1992). Les autres 

régions seront plus spécifiquement développées dans le chapitre consacré au peptide 

AB. 
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FIGURE7 

TM 

Cys 

APP770 

-Cys: riche en résidus cystéine 

-Glu-Asp: riche en acides aminés acides 

-Bas: riche en acides aminés basiques 

-Cu: Fixation du cuivre [135-155] 

-Hep: Fixation de l'héparine ([174-185] et [391-412]) 

-Zn: Fixation du zinc [181-188] 

-KPI: région homologue aux inhibiteurs de type Kunitz [291-346] 

-OX2: région homologue à l'antigène lymphocytaire OX2 [346-364] 

-T: région impliquée dans l'activité trophique de l'APP [403-407] 

-MPI: région homologue aux inhibiteurs de métalloprotéases [439-671] 

-CHO: 2 sites de N-glycosylation 

-TM: région transmembranaire 

-GO: interaction avec les protéines GO [732-751] 

-Int: Internalisation via la séquence [N759PTY 762] 

-PS: peptide signal 



D) Modifications post-traductionnelles 

L'APP est sulfaté au niveau de certains résidus de tyrosine (Schubert et al., 

1989). C'est en outre une protéine sialylée, N- et 0-glycosylée (Dyrks et al., 1988; 

Weideman et al., 1989). En effet, ce pourrait être un protéoglycanne de type héparane 

sulfate (Schubert et al., 1988) ou chondroïtine sulfate (Shioi et al., 1992). Les isoformes 

APP qui présentent une délétion de l'exon 15 (L-APPs), possèdent un site de 0-

glycosylation de type chondroïtine sulfate. Ce site de 0-glycosylation [ExSG], situé à 

16 acides aminés en amont du peptide AB, constitue une séquence "signal" qui apparaît 

à la suite de la fusion des exons 14 et 16 (Pangalos et al., 1995). 

En outre, des sites potentiels de phosphorylation in vitro ont été déterminés au 

niveau des résidus Ser655· Thr654 et Thr66s (selon la numérotation de l' APP695) (Gandy 

et al., 1988, Buxbaum et al., 1990; Caporaso et al., 1992, Suzuki et al., 1992, Cruz E 

Silva et al., 1993). Récemment, d'autres sites de phosphorylation in vivo ont été 

déterminés aux niveau des résidus de sérine situés dans la région extracytoplasmique 

[195-375] de l' APP (Hung et Selkoe, 1994). 

E) Métabolisme 

La longueur totale du peptide AB comprend 43 acides aminés. Néanmoins, de 

nombreux fragments de peptide AB tronqués du coté N- etC-terminal ont été décrits au 

sein des dépôts amyloïdes (Figure 8). A l'heure actuelle, nous ne connaissons pas le 

mécanisme qui mène à la formation de tels fragments. Néanmoins, durant le 

métabolisme de l' APP, 3 sites de clivage ont été démontrés au voisinage ou à l'intérieur 

du peptide AB (1, 2, 3 Figure 8) (pour revue voir Checler, 1995). 
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FIGURES 

Les sites de coupure du peptide AB 

1 l _3_ 

t++++ +H + t t ttt 
MJ-Dt·A-E-F-R-H-I)..S-G-Y-E-V-B-B-Q-K16·Lt7-V-F-F-A-E-I)..V-G~N-K-G-A-I-1-G-L-M-V-G-G-V3,..V~Lil·.Â42·(T43)• 

1: site de clivage de la B sécrétase 

2: site de clivage de l'a. sécrétase 

3: sites de clivage de la y sécrétase 

-petites flèches: autres sites de coupure déterminés (Miller et al., 1993) 

Deux voies métaboliques ont ainsi été décrites: 

-Selon la voie amyloïdogénique, le peptide AB entier est retrouvé dans le 

milieu extérieur et est donc susceptible de s'accumuler au sein des dépôts amyloïdes. 

-Selon la voie non amyloïdogénique, le clivage de l' APP se situe cette 

fois-ci à l'intérieur du peptide AB et son accumulation sous sa forme entière devient dès 

lors impossible. 

1-Le clivage par l'a sécrétase 

Le site de clivage de l'a. sécrétase se situe au niveau de la liaison 'Lys16-Leu17' 

du peptide AB (Esch et al., 1990). L'APP génère alors un fragment N-terminal soluble 

de l'APP (APPs) et un fragment C-terminal membranaire de 10-11 kDa (PlO) (Figure 

9). 

Ce clivage se produirait dans un compartiment acide non lysosomial tel que le 

réseau Trans golgien (TON pour trans golgi network) ou dans un autre compartiment 

tardif du golgi (Sambamurti et al., 1992; De Strooper et al., 1993). Toutefois, ce clivage 

pourrait également s'effectuer au niveau de la membrane plasmique. En effet, des 
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fragments APPs ont été détectés dans le milieu de cellules dont les protéines 

membranaires avaient été préalablement marquées à l'iode ou à la biotine (Nordstedt et 

al., 1993; Sahasrabudhe et al., 1992; Haass et al., 1992a). Une étude a démontré dans 

un système de cellules COS-1 transfectées, qu'un APP sans domaine d'inclusion 

membranaire ne peut-être clivé par l'a-sécrétase (Sisodia, 1992). Un autre schéma 

propose que l'APP entier atteigne la surface cellulaire, soit réintemalisé puis emprunte 

la voie endosome-lysosome pour être dégradé par des cystéines-protéases lysosomiales. 

-Les enzymes a-sécrétases candidates 

Plusieurs enzymes à activité a.-sécrétase-like sont proposées: la cathepsine B 

(Tagawa et al., 1991), une métalloprotéase de 105-120 kDa (Mc Dermott et Gibson, 

1991) ou un complexe multicatalytique (Kojima et Omori, 1992). Des a-sécrétases 

"membranaires", extraites de lignées cellulaires, de cerveau humain ou de rat ont 

également été décrites. n s'agit d'une métalloprotéinase dépendante du calcium (Allsop 

et al., 1991), de l'endopeptidase 3.4.24.11 (Marks et al., 1994), d'une protéase à activité 

acétylcholinestérasique (Small et al., 1991) et enfin d'une métallopeptidase 

membranaire (Roberts et al., 1994). 

2-Le clivage par laj3-sécrétase 

Durant la voie amyloïdogénique, le clivage de l' APP par la B-sécrétase, se 

produit en amont du peptide AB, au niveau de la liaison Met{)n-ASP672 (Mori et al., 

1992; Haass et al., 1992b, Seubert et al., 1992). Le clivage provoque donc la formation 

d'un fragment de 12-13 kDa (P 12) contenant le peptide AB en entier (Figure 9). 

Deux hypothèses sont formulées sur la localisation cellulaire du clivage de 

l'APP par la B-sécrétase. Ce clivage pourrait se produire dans un compartiment acide 

tardif du golgi (Shoji et al., 1992; Busciglio et al., 1993a; Haass et al., 1993) ou dans 

un autre compartiment subcellulaire après réinternalisation. Le fragment 

amyloïdogénique serait alors libéré par exocytose (Koo et Squazzo, 1994). 
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-Les enzymes .P-sécrétases candidates: 

De nombreuses protéases ayant une activité "B-sécrétase-like" ont été désignées: 

la cathepsine G (Sahasrabudhe et al., 1993), la cathepsine D (Dreyer et al., 1994, 

Chevallier et al., 1995), la clipsine qui a une activité "chymotrypsine lik:e" (Nelson et 

Sim an, 1990), l'endopeptidase 3.4.24.15 (Mc Dermott et al., 1992), des protéases 

dépendantes du calcium (Abraham et al., 1991; Razzaboni et al., 1992), des 

métalloprotéases (Schonlein et al., 1994), un complexe multicatalytique (Ishiura et al., 

1989) ainsi que l'APP lui même (Papastoitsis et al., 1994). 

3-Le clivage par la y-sécrétase 

Le site de clivage de la y-sécrétase se situe niveau de la région [Val39-

Alll42(Thr43)] du peptide AB (Figure 9). Durant la voie amyloïdogénique, la y-sécrétase 

coupe le fragment de 12-13 kDa (généré par la B-sécrétase) pour libérer le peptide AB. 

Cependant une activité de type y sécrétase est également constatée durant la voie non 

amyloïdogénique de l' APP. Ainsi, le fragment PlO (provenant du clivage par l'a 

sécrétase) donnera les fragments P3 (séquence 17 -42( 43) du peptide AB ou ABI7-42) et 

P7 (Figure 9). Le site de clivage de la y sécrétase varie beaucoup et des peptides AB de 

longueur variant entre 39 et 42 (43) acides aminés pourront ainsi être générés. 

La localisation subcellulaire de la y-sécrétase se situerait dans un compartiment 

proche de la membrane plasmique (Haas et al., 1993). 

Peu de données sont parues sur l'identité possible de la y-sécrétase mis à part une 

proline endopeptidase qui aurait une activité y-sécrétase like (Ishiura et al., 1990). 
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F) Régulation 

La protéine kinase C (PKC) régule le métabolisme de 1' APP selon la voie non 

amyloïdogénique (Caporaso et al., 1992; Hung et al., 1993, Dyrks et al., 1994; 

Buxbaum et al., 1994). L'activation de la PKC par des esters de phorbol (PDBu ou 

PMA) dans de nombreux modèles cellulaires provoque une augmentation significative 

de la libération du fragment APPs (Caporaso et al., 1992; Slack et al., 1993; Dyrks et 

al., 1994). La PKC interviendrait sur le trafic intracellulaire de l'APP ou sur l'activation 

de sécrétases phospho-dépendantes impliquées dans son métabolisme (Hung et Selkoe, 

1994). Le métabolisme de l' APP est régulé également par la phospholipase C (PLC), 

couplée par l'intermédiaire des protéines G, aux récepteurs muscariniques de type Ml 

et M3. En effet, la stimulation des récepteurs muscariniques par des agonistes 

cholinergiques (Acétylcholine, Carbachol) favorise la voie non amyloïdogénique de 

rAPP (Nitsch et al., 1992; Buxbaum et al., 1994). 

L'acide okadaïque, inhibiteur des phosphatases 1 et 2A, induit une augmentation 

de la sécrétion de l'APPs. Ceci suggère que le métabolisme de l'APP est dépendant des 

équilibres de la phospho-déphosphorylation (Caporaso et al., 1992). 

Enfin, la voie non amyloïdogénique est également favorisée par l'administration 

de drogues qui agissent sur la concentration intracellulaire de calcium [Ca2+]i 

(Buxbaum et al., 1994), d'agents telles que les interleukines (IL-l; IL-18) ou les 

œstrogènes (178-œstradiol) (Vasilakos et al., 1994; Buxbaum et al., 1992; Jaffe et al., 

1994). 

ll a été démontré que le taux d'expression de l'APP augmente après un stress 

cellulaire (choc thermique) ou une ischémie (Abe et al., 1991a, b), et qu'un inhibiteur 

de 1' acétylcholinestérase, la tacrine, favoriserait plutôt la formation de fragments 

amyloïdogéniques (Lahiri et al., 1994). 
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G) Rôles de l'APP 

Le rôle exact de l'APP n'est actuellement pas connu. Cependant, l'existence de 

certains domaines suggère un rôle de l' APP dans la coagulation, la croissance cellulaire 

ainsi que dans les interactions cellule-cellule. 

/-Régulation de la coagulation et Inhibiteur de protéases 

La forme soluble (APPs) des isoformes contenant le domaine KPI (APP751 et 

APP77o) est identifiée comme la protéase nexine TI (PNII) (Oltersdorf et al., 1989; Van 

Nostrand, 1989). Elle présente des homologies avec l'inhibiteur du facteur de 

coagulation XIa (Smith et al., 1990) et pourrait donc intervenir dans la régulation de la 

coagulation ou dans l'agrégation des plaquettes (Smith et al., 1990, Bush et al., 1990). 

De plus, la fixation du Zinc (Zn2+) au niveau du domaine [181-188] potentialise l'effet 

inhibiteur sur le facteur de coagulation XIa (Bush et al., 1993). 

Des études in vitro ont montré que la séquence [439-671] de l'APPs est inhibitrice de 

métalloprotéases. L'APP pourrait donc avoir un rôle dans la régulation de la protéolyse 

au niveau de la matrice extracellulaire (Miyazaki et al., 1993). 

2-Neuraprotection et craissance cellulaire 

L'APPs des isoformes APP695 et APP751 aurait un rôle neuroprotecteur vis à vis 

de l'excitotoxicité du glutamate. Ceci a été démontré sur des cultures de neurones 

d'hippocampe de rat et de cortex humain. En outre, elle limiterait également 

l'augmentation du calcium intracellulaire suite à un choc hypoglycémique (Mattson et 

al., 1993 a,b) et posséderait une séquence impliquée dans la croissance cellulaire 

(Saitoh et al., 1989, Ninomiya et al., 1993). 

3-/nteraction cellulaire. croissance neuritiaue ... 

L'APP membranaire présenterait également des fonctions bien précises. Ainsi, la 

séquence RHDS du peptide AB pourrait conférer à l'APP un rôle dans les processus 

39 



d'interactions cellulaires (Ghiso et al., 1992). De plus, TI a été démontré que l'APP 

pouvait favoriser la croissance neuritique (Qiu et al., 1995). Enfin, la détection de 

l' APP au niveau de la membrane plasmique des synapses (Shimegatsu et al., 1992; 

Shimokawa et al., 1993) pourrait rendre compte d'un rôle au niveau des fonctions 

synaptiques. 

ill-2-1-2-Le peptide amyloïde (AB) 

A) Propriétés physicochimiques 

Le peptide amyloïde ou peptide AB est le constituant principal des dépôts de 

substance amyloïde (Glenner et Wong, 1984a,b; Masters et al., 1985). L'analyse 

biochimique du peptide AB est particulièrement difficile du fait de son insolubilité vis à 

vis des détergents classiques (Glenner et Wong, 1984a,b; Masters et al., 1985). Il peut 

être partiellement solubilisé par le phénol et par des agents dénaturants (chlorhydrate de 

guanidine ou thiocyanate de guanidinium) à forte concentration (6M). Néanmoins, sa 

solubilisation complète ne peut être obtenue que par l'utilisation d'acide formique à 

70% ou 100% (Masters et al., 1985). 

B) Structure 

L'analyse de la substance amyloïde par la méthode de diffraction des rayons X 

montre que le peptide AB agrégé adopte une conformation en feuillets B plissés 

antiparallèles (Kirschner et al., 1986; Halverson et al., 1990). La séquence hydrophile 

N-terminale [1-28] révèle, par RMN et dichroïsme circulaire, une structure 

monomérique a-hélicoïdale aux pH acides (pH< 4) et basiques (pH > 7). Aux pH 

physiologiques, le peptide ABI-28 s'agrège et adopte une structure oligomérique en 

feuillets B (Barrow et Zagorski, 1991). Par contre, la partie C-terminale [29-42], 
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constituée d'acides aminés très hydrophobes, s'agrège indépendamment des conditions 

de solvant, de pH et de température (Barrow et Zagorski, 1991). 

C) Agrégation du peptide AB 

Le peptide ABt-42 est très insoluble et s'agrège spontanément à 37 °C en 

solution aqueuse (Burdick et al., 1992). na été démontré que l'agrégation du peptide 

AB provient d'interactions hydrophobes inter- et intramoléculaires (Hilbich et al., 

1991). La partie C-terminale hydrophobe [34-42] ainsi que certains résidus d'acides 

aminés (Hisl3, His14 et Asp23) ont un rôle prépondérant pour l'agrégation du peptide 

AB (Hal verson et al., 1990; Fraser et al., 1995; Tomiyama et al., 1994). 

La solubilité du peptide AB dépend du pH, de la température et de la 

concentration peptidique (Halverson et al., 1990; Burdick et al., 1992; Snyder et al., 

1994) et elle est défavorisée en présence de fortes concentrations salines (Hilbich et al., 

1991). 

Enfin, de nombreuses équipes ont montré que le peptide AB sous sa forme 

agrégée est neurotoxique (Pike et al., 1991; Busciglio et al., 1992; Mattson et al., 

1993c; Ueda etal., 1994a) 

D) Propriétés biologiques du peptide A/3 

]-Caractère neurotoxique-neurotrophique 

Kowall et coll. ont provoqué in vivo la formation de lésions neurofibrillaires 

chez des rats et des vieux primates après injection de peptide AB (Kowall et al., 1991, 

1992). Frautschy et coll. ont obtenu des résultats similaires chez le rat à partir de 

substance amyloïde purifiée (Frautschy et al., 1991). De tels résultats n'ont pas toujours 

été confirmés (Games et al., 1992; Podlisny et al., 1992). La plupart des données 
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concernant la neurotoxicité du peptide AB ont été obtenues in vitro à partir de cultures 

primaires de neurones ou de lignées cellulaires. 

-.Cam.ct.èr.e. n.eur.o.tr.opb.iq.zJ.e 

Aux faibles concentrations (entre lnM et lOJ.LM), le peptide AB a un effet 

neurotrophique, caractérisé par une augmentation de la survie neuronale et de la 

croissance neuritique (Whitson et al., 1989, 1990; Pike et al., 1991). L'activité 

neurotrophique du peptide AB a été démontrée sur des cultures primaires d'hippocampe 

de rat, incubée en présence d'ABI-28 (Whitson et al., 1989) ou de fragments AB1-40 et 

ABI-38 (Yankner et al., 1990). 

::Car.ac.tè.œ.ne.ZJ.mtP.xigu~ 

A des concentrations plus importantes (10-100 J.LM), Le peptide AB agrégé a 

démontré des effets neurotoxiques sur des cultures de neuroblastomes humains ou de 

pheochromocytomes de rats (PC12) (Zhang et al., 1994; Behl et al., 1994a; Shearman 

et al., 1994). La séquence [25-35] a été définie comme la séquence neurotoxique 

(Yankner et al., 1990). Il a été démontré que le peptide AB potentialise l'effet 

excitotoxique du glutamate (Mattson et al., 1992) ou celui consécutif à une privation en 

glucose (Copani et al., 1991) . 

. -.S.ite..d:cu~ticm.e.t.mé.caniJ.me..de.m:ur.o.t9.~ic.ité. 

Si la neurotoxicité du peptide AB agrégé est une propriété établie, des questions 

subsistent toujours sur le(s) mécanisme(s) mis en jeu. Un processus d'endocytose 

(Knauer et al., 1992) ou une action au niveau de récepteurs spécifiques tels que les 

récepteurs NK-1 (Yankner et al., 1990; Cheung et al., 1993) ou récepteurs de type SEC 

(serpin enzyme complex) (Joslin et al., 1991) ont été incriminés dans le mécanisme de 

neurotoxicité du peptide AB. Une hypothèse plus récente suggère que le peptide AB 

pourrait s'intégrer dans la membrane et constituer un canal cationique peu sélectif 

(Arispe et al., 1993a,b; Mirzabekov et al., 1994). 
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Des expériences réalisées in vitro ont montré que le peptide AB augmente la 

conductance membranaire (Simmons et al., 1993, Carette et al., 1993), la concentration 

intraneuronale de calcium (Busciglio et al., 1993b; Mattson et al., 1992) et qu'il 

pourrait également engendrer la production de radicaux libres (Behl et al., 1994b; 

Goodman et al., 1994). 

L'administration de peptide AB agrégé a provoqué, à partir de neurones 

d'hippocampe de rat embryonnaire et corticaux humains, une hyperphosphorylation des 

protéines tau (Takashima et al., 1993; Busciglio et al., 1995). 

Des sites de liaison en rapport avec d'autres propriétés biologiques ont été 

caractérisés le long de la séquence primaire du peptide AB. 

2-Liaison à l'a-z antichymotrypsine (ACT) 

Le peptide AB peut se lier in vitro à l'ACT. La région impliquée est une région 

homologue aux sérine-protéases de type serpine (trypsine, chymotrypsine): Ala -Glu­

Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr (Potter et al., 1991) (Figure 10). 

3 -Activation de la cascade du complément 

Le peptide AB peut interagir avec la protéine Clq et pourrait ainsi activer la 

cascade du complément selon la voie classique (Rogers et al., 1992). ll semblerait que 

là encore, l'activation de ce processus soit dépendant de l'état d'agrégation du peptide 

AB (Jiang et al., 1994). 

4-Adhésion cellulaire et liaison à l'héparine 

Deux sites laissent envisager un rôle possible du peptide AB dans l'adhésion 

cellulaire. D'une part, l'existence de la séquence tétrapeptidique [RHDS] homologue au 

peptide [RGDS] des protéines d'adhésion cellulaire, pourrait permettre l'interaction du 

43 



FIGURE 10 

utations des codons 670/671: L~~~7~ v 

.;.çp 
Tétrapeptide homologue 

à celui des protéines 
d'adhésion cellulaire 

A 
E 
F 

li 
G 
y 
E 
v 
H 
H 
Q 
K16 

'I---::I~L 11 

v 
F 

Domaine de liaison de 
l'a1-antichymotrypsine: [2-10] 

Site de liaison potentiel 
des protéoglycannes: 

[12-17] 

~! Site de liaison 
.......... ~ à l'Apo E: [12-28] 

v 
G 
s 
N 

. . . . . . . K <· . : <<<< <· . . ·:. ·:. ·: . ·: . ·: . ·: 6. ·: . · .. ·: ·: . ·: . ·: . ·: . ·>ai116n·: · ·: · ·: · ·: · 
: ·: : ·: : ·: : ·: : ·: : ·: : ·: : · :· · :· · :· · :· · :· ·:·A·:· · :· ·: :· ·it~r~x}ciud2~'-:3$] 

I<<< :: :: : : : : -Ht-H i H.HtU·"H-H.i 
0 0 ••••• ··············· ....... 

··············· ....... ··············· • 0 ••••• ··············· ••• 0 0 0 • 

··············· ....... ··············· 

• 0 • 0 ••• ··············· ....... 
··············· 0 •••••• ··············· ....... ··············· ....... ··············· ••••• 0 • ··············· ....... ··············· ••• 0 0 •• ··············· 

.· .. · .. · .. · .. · .. ·.M· .. · .. ·.· .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. 

.· .. · .. · .. · .. · .. ·.v·· .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. 

~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~~: ~ ~~ ~ ~~ ~ ~:: ~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~: ~ ~: ~ ~ ~ ~~ ~ ~: ~ ~: ~ ~ ~ ~~ : ~ ~ 
~ :~?.4 ~ ~~ ~ ~~ ~t ~~ ~ ~~ ~ ~~ : ~~ ~ :~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ 
::: ::: ::: ::: ::: ::: ~~t ~ ::: ::: : ~ ::: ::: : ~ ::: ::: ::: ::: ::: ::: : ~ ::: : 
. · .. · .. · .. · .. · .. ·.J' .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. · .. 

l:.: l:.:; _;}:ft~ l-!.! .• :!: •. !:! :j j:.:!.!: 
KK 

C5--COOH 



peptide AB avec un récepteur de type intégrine (31 (Ghiso et al., 1992) (Figure 10). 

D'autre part, la séquence [VHHQKL] peut se lier à l'héparine qui elle même aurait un 

rôle dans l'adhésion cellulaire (Cardin et Weintraub, 1989) (Figure 10). 

Le peptide AB pourrait également interagir avec les constituants de la matrice 

extracellulaire (la laminine et la fibronectine) pour favoriser la croissance neuritique 

(Koo et al., 1993) 

E) Hétérogénéité du peptide A{3 

La longueur totale du peptide AB comprend 42 à 43 acides aminés (Mori et al., 

1992; Roher et al., 1993 a,b,c; Miller et al., 1993). Toutefois de nombreux fragments 

AB tronqués au niveau des parties N- et C-terminale, ou présentant d'autres 

modifications ont été identifiés au sein des dépôts amyloïdes. 

]-Modifications de la région carboxy-terminale 

Des peptides correspondant aux résidus 1-39, 1-40 et 1-42 du peptide AB ont été 

décrits dans les dépôts amyloïdes (Masters et al., 1985, Prelli et al., 1988; Joachim et 

al., 1988; Rober et al., 1993 a,b,c, Miller et al., 1993). Des anticorps monoclonaux et 

polyclonaux ont permis de distinguer les peptides intacts du coté C-terminal (AB42) de 

ceux tronquées (AB4o) (Mak: et al., 1994; Yang et al., 1994; Iwatsubo et al., 1994; 

Yamaguchi et al., 1995). Le peptide AB42 est retrouvé dans l'ensemble des dépôts 

amyloïdes et notamment dans les dépôts diffus (Yang et al., 1994, Fukumoto et al., 

1996). Par contre, le peptide AB4o serait essentiellement retrouvé dans les dépôts 

amyloïdes des vaisseaux (Yamaguchi et al., 1995, Suzuki et al., 1994b) et au sein des 

plaques neuritiques plus matures (lwatsubo et al., 1994). 
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2-Modifications de la ré~ion Amino-terminale 

Une hétérogénéité de la région N-terminale du peptide AB est également 

constatée (Roher et al., 1993a; Miller et al., 1993). Des peptides commençant par 

chacun des onze premiers acides aminés du peptide AB ont été identifiés au sein des 

dépôts amyloïdes (Masters et al., 1985, Miller et al., 1993). Le fragment p3 du peptide 

amyloïde (ABt7-42) constituerait la forme majoritaire des dépôts diffus (Gowing et al., 

1994). Plus récemment, des fragments AB présentant un pyroglutamate à la place de 

l'acide glutamique en 3ème position (ABN3 (pE)) ont également été identifiés (Saido et 

al., 1995). 

3-Autres modifications: . 

Certaines modifications du peptide AB favoriseraient son accumulation au sein 

des dépôts amyloïdes. Des études in vitro ont démontré que ces modifications 

provoquent la formation de fibres amyloïdes (Fabian et al., 1994, Vitek et al., 1994). 

Les résidus Aspl et Asp7 peuvent subir des racémisations et isomérisations en L­

isoaspartyl (Roher et al., 1993a). Par ailleurs, des fragments AB modifiés par des 

réactions de Maillart ou glycation (AGEs pour advanced glycation end products) ont 

été détectés au sein des dépôts amyloïdes (Vitek et al., 1994). 

De part la présence des résidus Gln15, Lys16 et Lys 28, le peptide AB pourrait être le 

substrat de la transglutaminase dépendante du calcium qui catalyserait la formation de 

liaisons covalentes E-(y-glutamyl) lysine (Rasmussen et al., 1994). 

F) Fragments A/3 et formation de l'amyloïde 

A l'heure actuelle, nous ne savons pas si l'existence de fragments AB modifiés a 

une signification dans la formation des dépôts amyloïdes. Cependant, il semblerait que 

le peptide AB42 soit retrouvé dans les dépôts diffus, aux premiers stades de la formation 
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de l'amyloïde, tandis que le peptide Afi40 s'agrègerait plus tardivement au sein des 

plaques séniles neuritiques "matures" (Mak et al., 1994; Yang et al., 1994; Fukumoto et 

al., 1996). Ceci s'observe non seulement chez les patients atteints de la maladie 

d'Alzheimer, mais également durant le syndrome de Down (lwatsubo et al., 1994; 

Murphy et al., 1994) et le vieillissement normal (Fukumoto et al., 1996, Teller et al., 

1996). 

Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer l'incorporation tardive du 

peptide Afi4o au sein des plaques séniles matures. Ainsi, le peptide Afi42 plus insoluble, 

s'agrégerait tout d'abord et constituerait un "noyau" où viendrait ensuite s'accumuler 

l' A134o plus soluble (Jarrett et al., 1993). Une autre hypothèse impliquerait l'action des 

cellules microgliales associées aux plaques neuritiques. En effet, elles seraient soit 

responsables de la synthèse du peptide Afi4o, soit à l'origine d'une activité de type 

carboxy-peptidase qui provoquerait le clivage du peptide AB42 en peptide A134o (Mann 

et al., 1995; Fukumoto et al., 1996). 

ID-2-2-Les autres constituants des dépôts amyloïdes 

La proportion de peptide AB au sein des dépôts de substance amyloïde a été 

évaluée à 70% des protéines totales (Miller et al., 1993). Si de nombreuses études in 

vitro ont montré que le peptide AB pouvait former spontanément des filaments 

amyloïdes, certaines protéines présentes au sein des plaques séniles ont pour effet 

d'accélérer le processus d'agrégation du peptide AB. Certaines d'entre-elles comme 

l'apolipoprotéine E, les protéoglycannes ou l'a1-antichymotrypsine sont considérées 

comme des cofacteurs de l'amyloïdogenèse. 
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ill-2-2-1-L'apolipoprotéine E (Apo E) 

a) Données biochimiques 

L'Apo E est une protéine ubiquitaire de 299 acides aminés, synthétisée 

principalement dans le foie où elle est impliquée dans le transport du cholestérol 

(Mahley, 1988). Dans le cerveau, l'ApoE est essentiellement synthétisée par les cellules 

gliales et a un rôle dans la croissance et la régénération neuronale (Ignatius et al., 

1986). Le gène de l'Apo E (APOE) est situé sur le bras long du chromosome 19 

(19q13.2). Ce gène possède trois allèles (e2, e3 et e4) dont les produits donneront 

respectivement les trois variants Apo E2, Apo E3 et Apo E4. La séquence peptidique de 

ces trois isoformes se différencie selon la présence de résidus cystéine et arginine aux 

positions 112 et 158. L'Apo E2 possède deux cystéines (Cysl12 et Cys158), l'Apo E3 

n'en possède qu'une seule (Cys112 et Arg158) et l'Apo E4 n'en a aucune (Arg112 et 

Arg158). Si l'Apo E4 existe exclusivement sous la forme de monomères, l'Apo E2 et E3 

peuvent se polymériser par le biais de ponts disulfures (Strittmatter et al., 1993b). 

b) Apo E et amyloïde 

L'Apo E a été détectée dans l'ensemble des dépôts amyloïdes extracellulaires 

(dépôts préamyloïdes, plaques séniles, angiopathie amyloïde) (Namba et al., 1991; 

Wisniewski et Frangione, 1992). Une augmentation significative du nombre de dépôts 

amyloïdes a été constatée chez des sujets présentant au moins un allèle e4 (Schmechel 

et al., 1993; Berr et al., 1994). Une liaison de forte avidité a été démontrée in vitro entre 

la région [244-272] de l' Apo E et la séquence [12-28] du peptide AB (Strittmatter et al., 

1993 a, b; Wisniewski et al., 1993) (Figure 10). Mais cette interaction varierait en 

fonction de l'allèle de l' Apo E. ll existe à l'heure actuelle 2 écoles suivant lesquelles le 

peptide AB se lierait à l' Apo E3 ou Apo E4. De là, découlent 2 hypothèses à propos du 

rôle de l'A po E durant l'amyloïdogenèse. 
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::L.:dpa.E..e~t.un.c.ofac.te.z!x.de..l:anzylo.t<io.ge.TJ.è$.e. 

L'Apo E4 se lierait plus rapidement à l'AB que l'Apo E3, selon un processus 

sensible à l'oxydation et aux variations de pH (Strittmatter et al., 1993b). Des études 

cinétiques avec observation en microscopie électronique ont montré que les structures 

monofibrillaires d'Apo E et d'AB (ABI-28. ABI-40 ou ABI-42) étaient observées plus 

rapidement en présence d'Apo E4 que d'Apo E3 (Sanan et al., 1994; Ma et al., 1994; 

Castano et al., 1995). En effet, l' Apo E est capable d'induire la fibrillogenèse du 

peptide AB et ainsi la formation des plaques séniles durant la maladie d'Alzheimer. Ces 

résultats semblent donc indiquer que l' Apo E est une molécule "pathologique 

chaperonne" (Wisniewski et Frangione, 1992). 

:-.LI.\pa.E..i11te.nde.m.dans .. ltJ..cltJ.iranc.e..d«P.eo.tide.A.fi 

D'autres équipes ont obtenu des résultats qui ne soutiennent pas cette hypothèse. 

Ainsi, l'Apo E3 exprimée dans des cellules HEK-296 se complexe plus rapidement à 

l'ABI-40 que l'Apo E4 (LaDu et al., 1994). L'Apo E3 aurait alors un rôle 

neuroprotecteur en séquestrant l'AB pour l'empêcher de s'accumuler (LaDu et al., 1994; 

1995). D'autres études en turbidimétrie ont montré que l'Apo E3 pouvait inhiber la 

formation de fibres d'AB1-40 (Evans et al., 1995). Enfin, des études à partir de cultures 

cellulaires de neurones d'hippocampe de rat ont montré que l'Apo E atténuait l'effet 

neurotoxique de l'AB1-40 (Whitson et al., 1994). 

ill-2-2-2-Apolipoprotéine J, Transthyrétine 

L'Apo J, encore appelée Clustérine ou SP40,40 est retrouvée dans l'ensemble des 

dépôts amyloïdes (Choi-Miura et al., 1992; Kida et al., 1995). Elle interagit in vitro 

avec l' ABI-40 présente dans le LCR (Ghiso et al., 1993; Matsubara et al., 1995) et 

inhibe l'agrégation du peptide AB (Oda et al., 1995). La transthyrétine, une protéine 

impliquée dans le transport de la thyroxine et de la vitamine A, séquestre l'AB de façon 

plus efficace que l' Apo E et l' Apo J (Schwarzman et al., 1994). 
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Ainsi, l' Apo J et la transthyrétine toutes deux présentes en excès dans le LCR, sont 

probablement impliquées dans la clairance du peptide AB (Golabek et al., 1995). 

lli-2-2-3-Les protéoglycannes 

Les protéoglycannes (PGs) sont des macromolécules ubiquitaires constituées de 

chaînes glycanniques sulfatées, liées de façon covalente à un axe protéique. Les PGs 

principalement décrits dans les dépôts amyloïdes sont de type héparane sulfate 

(HSPGs), dermatane sulfate (Snow et al., 1990, 1992) et chondoïtine sulfate (De Witt et 

al., 1994). Les HSPGs sont retrouvés dans tous les dépôts amyloïdes (diffus et 

compacts) du parenchyme et des vaisseaux cérébraux (Snow et al., 1988; Perlmutter et 

al., 1990). Outre la maladie d'Alzheimer, les PGs sont impliqués dans l'ensemble des 

amyloïdoses systémiques et cérébrales incluant la maladie de Creutzfeldt-Jacob, le 

Kuru et le syndrome de Gertsmann-Straüssler-Scheinker (Snow et al., 1989). On les 

retrouve aux premiers stades de la formation de l'amyloïde et sont jugés indispensables 

à la formation des fibres insolubles d'AB (Snow et al., 1994 a, b ). Au même titre que 

l'Apo E, ils sont considérés comme des cofacteurs de l'amyloïdogenèse. 

Enfin, les PGs pourraient intervenir sur la sécrétion de fragments 

amyloïdogéniques en se liant à l'APP. En effet, la séquence primaire de l'APP contient 

3 régions consensus capables de se lier à l'héparine (Small et al., 1994; Multhaup et al., 

1994; Buée et al., 1993 a,b). L'une d'entre-elles, située dans la partie N-terminale du 

peptide AB [V12HHQKL17], englobe le site de clivage de l'a.-sécrétase (Buée et al., 

1993a,b) (Figure 10). 

ID-2-2-4-Les constituants de la matrice extracellulaire 

Les protéines de la matrice extracellulaire telles que la laminine, la fibronectine, 

l'entactine ou le collagène (type IV) sont des constituants de la substance amyloïde qui 
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interagissent avec l'APP. Ils pourraient donc également favoriser la formation des 

dépôts amyloïdes (Narindrasorasak et al., 1992, 1994; Kisilevsky et al., 1992). 

ill-2-2-5-Les protéines de la phase aiguë (acute-phase proteins) 

De nombreuses protéines, sécrétées en réponse à une atteinte physiologique 

(inflammatoire ou autre) ont été détectées dans les dépôts amyloïdes. Certaines ont 

probablement un rôle dans l'amyloïdogenèse. 

-L'cxJ-antichymotrypsine CACT). la protéase nexine 1 CPND 

L'at-antichymotrypsine et la protéase nexine 1 sont des inhibiteurs de protéases 

à sérine que l'on retrouve dans les dépôts amyloïdes (Abraham et al., 1988 ; Rosenblatt 

et al., 1989). Contrairement aux autres constituants des dépôts amyloïdes, l'ACT est 

spécifique de la maladie d'Alzheimer (Abraham et al., 1990). Un site de liaison de 

l'ACT, a été identifié au niveau du peptide AB (Potter et al., 1991) (Figure 10). Des 

études indépendantes ont montré que l'ACT inhibe la formation de fibres amyloïdes 

d'ABt-28 et d'ABt-40 (Fraser et al., 1993b) et qu'au contraire, favorise l'agrégation du 

peptide ABt-42 (Ma et al., 1994). 

Enfin, il faut noter la présence au sein des dépôts amyloïdes d'autres inhibiteurs 

de protéases tel que l'at-antitrypsine (Smith et al., 1993) et l'a2-macroglobuline (Bauer 

et al., 1991). 

-Le composé P amyloïde (SAP) 

Le composé P amyloïde est une volumineuse protéine de 250 kDa que l'on 

retrouve dans toutes les amyloïdoses (Emsley et al., 1994). Récemment, une interaction 

dépendante du calcium (Ca2+) entre la SAP et l'AB a été démontrée in vitro (Hamazaki, 

1995). ll semble que la SAP contribue à la persistance des fibres amyloïdes insolubles 

ainsi qu'à leur résistance vis à vis des mécanismes de dégradation (Hamazaki, 1995; 

Tennent et al., 1995). 
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ill-2-2-6-Les protéines de l'inflammation 

-Protéines du complément. immunoglobulines 

Une réaction inflammatoire est constatée durant la maladie d'Alzheimer. Ceci se 

confirme par la présence d'immunoglobulines et de nombreuses protéines du 

complément au sein des dépôts amyloïdes (Eikelenboom et Stam, 1984; Kalaria et 

Perry, 1993; Mc Geer et Mc Geer, 1995). De plus, il a été démontré que le peptide AB 

peut interagir avec la protéine Clq et activer la cascade du complément selon la voie 

classique (Rogers et al., 1992). 

-Facteurs de croissance 

La présence d'interleukine-!~ (IL-l~) et de bFGF a également été démontrée au 

sein des dépôts amyloïdes (Araujo et al., 1992). IL-l~ et bFGF favoriserait ainsi la 

synthèse de nombreux constituants de l'amyloïde dont l'AFP (Golgaber et al., 1989). 

ill-2-2-7-Les métaux 

Certains métaux présents au sein des plaques séniles ont probablement un rôle 

dans la formation de l'amyloïde. Des études in vitro ont ainsi montré que l'ABt-40 

s'agrège en présence de Fer (Fe2+), d'Aluminium (AI3+), et de Zinc (Zn2+) (Mantyh et 

al., 1993; Bush et al., 1994a). La région [6-28] du peptide AB est considérée comme un 

domaine potentiel de liaison au Zinc (Bush et al., 1994b) (Figure 10). 

ill-2-2-8-Un nouveau constituant 

Récemment, le NAC (NAC pour non amyloid component) a été isolé d'une 

préparation de substance amyloïde de patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Ce 

constituant est un peptide hydrophobe de 35 acides aminés dont le précurseur, l'a 

synucléine, est une protéine neuronale au rôle inconnu (Ueda et al., 1993, 1994b). Le 
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NAC présente de fortes homologies de séquence avec l'Ail TI peut également s'agréger 

et former in vitro des filaments de type amyloïde (Han et al., 1995). 

III -3-Aitération des neurotransmetteurs 

Les lésions de la maladie d'Alzheimer affectent certaines régions spécifiques du 

cerveau. Les neurotransmetteurs constituent des marqueurs dont l'analyse peut apporter 

de précieux renseignements sur la nature des populations neuronales touchées. TI existe 

de multiples altérations des neurotransmetteurs durant la maladie d'Alzheimer: 

.~Le.s .. sys..tè.me.s .. cb.ol.Ü.l.e.t:gique.s: Une dépopulation des neurones cholinergiques 

du noyau basal de Meynert est observée. Cette perte neuronale est en bonne corrélation 

avec le nombre de dépôts amyloïdes dans les zones de projections corticales (cortex 

temporal, hippocampe). Enfin, une baisse d'activité de l'enzyme de synthèse de 

l'acétylcholine, la choline acétyltransférase, est constatée dans le noyau basal de 

Meynert, l'hippocampe et le cortex temporal. 

.~Le.s .. sys..tè.me.s .. uo.radr.éne.rg.i.Q.\l.e~: Le locus coeruleus est le siège d'une perte 

neuronale de l'ordre de 50 à 70% durant la maladie d'Alzheimer. Une altération des 

projections noradrénergiques corticales a été mise en évidence avec une baisse de la 

concentration en noradrénaline . 

. ~.Le.s .. sys..tè.me.s .. do.pa.mine.:rgiqJJ~s.: Le locus niger ne semble pas être le siège 

d'une perte neuronale lors de la maladie d'Alzheimer. Toutefois, il existe une atteinte 

modérée des voies nigrostriées . 

. ~Le.S.S..Y.slèm.es...s.ér.o.to.o.i.ue.r_gique.s: Les noyaux du raphé médian sont touchés par 

une dépopulation neuronale. Les projections sérotoninergiques corticales venant du 

raphé sont lésées . 

. ~.l&.s .. S..Y.S.1èm.e.s .. à .. iJ,~Ï9.es.. .. ~m.i.ué.s: Une diminution de l'activité des neurones 

glutamatergiques qui se projettent sur le striatum est observée . 

. ~Le.s .. sys..tè.me.s .. P.e.P.tide.rg.i.Q.\l.e~; Le taux de somatostatine est abaissé dans le 

cortex de patients atteints de maladie d'Alzheimer. Cette diminution est en corrélation 
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avec la gravité de la détérioration intellectuelle et la densité des lésions 

neuropathologiques. 

IV-ETIOLOGIE DE LA MALADIE D'ALZHEIMER 

IY-1-Facteur de risque 

L'âge est un facteur de risque (facteur épidémiologique) incontestable de la 

maladie d'Alzheimer. D'autres facteurs de risque comme le sexe, des antécédents de 

traumatismes crâniens ont été avancés mais ils sont plus ou moins contestés. Des 

facteurs environnementaux (aluminium, agents excitotoxiques ... ) pourraient également 

favoriser la maladie. 

Des études génétiques ont permis la mise en évidence d'autres facteurs de 

risque. En effet, la fréquence de l'allèle E4 du gène de l' ApoE augmente de façon très 

significative dans les populations de patients atteints de maladie d'Alzheimer familiales 

et sporadiques à début tardif (après 65 ans) (Saunders et al., 1993; Corder et al., 1993) 

et précoces (avant 65 ans) (Pérez-Tur et al., 1995). Le risque de développer la maladie 

d'Alzheimer est augmenté de 3 à 6 fois pour les porteurs d'un allèle E4, et de 6 à 12 fois 

pour les porteurs des deux allèles (pour revue, voir Chartier-Barlin et Pérez-Tur, 1995). 

Par contre, une baisse de la fréquence de l'allèle E2 est observée chez les malades, ce 

qui suggère que l'allèle E2 jouerait un rôle neuroprotecteur (Corder et al., 1994). Enfin, 

il faut noter que 1' association de 1' A po E4 à d'autres facteurs (variants ACT) augmente 

le risque de développer la maladie (Kamboh et al., 1995). 
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IV -2-Facteurs &énétiques 

La majorité des cas de maladie d'Alzheimer sont des formes sporadiques. 

Toutefois, l'existence d'antécédents familiaux augmente le risque de développer une 

maladie d'Alzheimer (Folstein, 1989). Ceci a conduit différentes équipes à rechercher 

des mutations responsables de la pathologie. Le gène de l'APP situé sur le chromosome 

21 ainsi que 2 nouveaux gènes récemment découverts sur les chromosomes 14 et 1 sont 

à l'origine de formes familiales de la maladie d'Alzheimer. 

IV-2-1-Le chromosome 21 Cles mutations de l' APP) 

La similitude sur le plan neuropathologique entre le syndrome de Down 

(trisomie 21) et la maladie d'Alzheimer a orienté les recherches sur un facteur génétique 

situé sur le chromosome 21 et plus particulièrement sur l' APP puisque l'expression de 

son ARN messager serait augmenté durant la trisomie 21 (Rumble et al., 1989). Des 

mutations de l'APP, ont effectivement été décrites de part et d'autre du peptide AB. Il 

s'agit des mutations du codon 717 et de la double mutation des codons 670 et 671. Ces 

mutations, transmises sur le mode autosomal dominant, donnent naissance à des formes 

familiales de maladie d'Alzheimer à début précoce. Elles ne sont jamais retrouvées chez 

les individus normaux. Il faut cependant noter que seulement 5% des formes familiales 

à début précoce seraient liées au chromosome 21. D'autres mutations ont été mises en 

évidence au sein du peptide AB, au niveau des codons 692 et 693 de l' APP. Ces 

mutations sont à l'origine de pathologies différentes de la maladie d'Alzheimer. La 

mutation du codon 692 est liée à une angiopathie amyloïde cérébrale associée à une 

démence (CAA) tandis que la mutation du codon 693 est liée et à des hémorragies 

cérébrales héréditaires avec angiopathie amyloïde (HCHW A-D) (Figure 10). 
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I-Les formes familiales de maladie d'Azheimer (FAD) 

.-.Lf:~.mut.a.ti.o.IJs..d.«.cado.n.ZlZ 

Les mutations situées sur le codon 717 (près de la région C-terminale du peptide 

AB), sont au nombre de trois: Le résidu de Val717 (selon la numérotation de l' APP77o) 

est remplacé par une lle, une Phe ou un résidu de Gly (Goate et al., 1991; Murrell et al., 

1991; Chartier-Barlin et al., 1991) (Figure 10). Ces mutations semblent avoir une 

incidence directe sur la formation des dépôts amyloïdes. En effet, une augmentation du 

ratio AB1-42(43)1AB1-40 a été constatée dans le cerveau de patients présentant une 

maladie d'Alzheimer familiale avec la mutation Valm~ (Liepnieks et al., 1993, 

lwatsubo et al., 1994; Tamaoka et al., 1994). De plus, des études de transfection 

montrent que les mutations Valmlk et .Yalm& augmentent le pourcentage d' AB1-42 

sécrété au dépend de l' AB1-40 (Suzuki et al., 1994a) . 

. -.La .dtJ.uble. .mu.tatio.n.~JJ.é.dois.e..( KM.oz.o.-.NL6z.~ l 

Une double mutation située juste en amont du site de clivage de la B-sécrétase 

(LYS670- Me16n) a été découverte chez des familles d'origine suédoise (Mullan et al., 

1992). Ces deux acides aminés sont remplacés respectivement par une Asn670 et une 

Leu671 (selon la numérotation de l'APP77o). Cette double mutation semble intervenir 

également sur le métabolisme de l' APP puisqu'une augmentation de la sécrétion du 

peptide AB (de l'ordre de 6 à 8 fois) est obtenue à partir de neuroblastomes humains 

transfectés avec un APP présentant la double mutation suédoise (Citron et al., 1992; 

Cai et al., 1993; Felsenstein et al., 1994). 
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2-Les mutations de l'APP liées aux amyloïdoses de t)!pe angiopathie 

-Hé.mor.r.agi~s..cir.ébr.a.le.s..hir.id.ita.ir.e.s .. aY.ec.a.11giapa.thie..de.t.y,p~. 

h.alland.ais..{.HCIJWA.:D.) 

Une mutation (codon 693) se situe au niveau de l'exon 17 de l' APP (dans la 

partie codant pour le peptide AB) chez des patients d'une famille hollandaise souffrant 

d'hémorragies cérébrales avec angiopathie amyloïde (Levy et al., 1990). L'acide 

glutamique (Glu22) du peptide AB, est remplacé par un résidu de Gln. Des études de 

cinétique à partir de peptides AB synthétiques, montrent qu'un tel remplacement 

provoque une accélération de l'agrégation du peptide AB (Wisniewski et al., 1991; 

Clements et al., 1993) . 

. :D.im.e.11ce.p.r.é.s.én.ile .. «Y.t:C.a.11gi.apa.thi.e..amy.lai.'de..céribr.a.le..(.CAAJ 

Une mutation liée à une démence présénile associée à une angiopathie amyloïde 

cérébrale (CAA) remplace l' Ala21 du peptide AB par un résidu de Gly (Hendricks et al., 

1992). Cette mutation (codon 692) provoque une augmentation de la sécrétion du 

peptide AB et une diminution parallèle du fragment non amyloïdogénique P3 de l' APP 

(Haass et al., 1994b). 

IV-2-2-Le chromosome 14 

Les mutations situées sur le gène de l'APP ne concernent qu'un nombre restreint 

de famille. Sans connaître le gène responsable, une liaison génétique entre une région 

du chromosome 14 et d'autres formes familiales à début précoce était mise en évidence 

(Schellenberg et al., 1992). Récemment, un gène a été identifié. ll code pour la 

préséniline 1 (PS 1 ou S 182), une protéine dont le rôle est inconnu et qui présente 7 

domaines transmembranaires (Sherrington et al., 1995). A l'heure actuelle, 24 mutations 

différentes ont été trouvées sur ce gène. Un lien existerait entre PSI et APP. En effet, 

une observation qui demande à être confirmée, suggère que les fibroblastes de patients 
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porteurs d'une mutation de PSI secrètent préférentiellemnt les dérivés plus longs de 

peptides AB (Scheuner, 1995). 

IV-2-3-Le chromosome 1 

Le chromosome 1 est lui aussi impliqué dans des formes familiales de maladie 

d'Alzheimer à début précoce. Le gène muté code pour la préséniline 2 (PS 2) qui 

présente 67% d'homologie avec PS 1. Deux mutations sur ce gène ont été trouvées chez 

7 familles d'origine germanique et une famille d'origine italienne (Levy-Lahad et al., 

1995; Sorbi et al., 1995). 

IV-2-4-Conclusi on 

On estime que les formes à début tardif, sporadiques et familiales, représentent 

respectivement 45% et 30% des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Les formes 

familiales et sporadiques à début précoce représentent environ 15% et 10% 

respectivement (pour revue voir Van Broeckhoven, 1995). 

La découverte des mutations sur le gène PS1 est extrêmement importante 

puisque 70% des formes familiales à début précoce seraient liées au chromosome 14. 

Enfin ces résultats confirment que la maladie d'Alzheimer est une maladie hétérogène 

impliquant différents gènes dont tous ne sont pas encore identifiés. 

V -HÉTÉROGÉNÉITÉ DE LA MALADIE D'ALZHEIMER 

La maladie d'Alzheimer n'est pas seulement une maladie hétérogène sur le plan 

génétique, mais également sur le plan clinique, neuropathologique et biochimique 

(Scheltens et al., 1993; Ikeda et al., 1989; Van Broeckhoven, 1995). 
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H~l~r.og,én~i~.é .. $J.JJ:.l~.plm. .. c.Uniqu~; Sur le plan clinique, l'hétérogénéité de la 

maladie d'Alzheimer est une évidence. Selon l'âge de début, deux sous-groupes se 

distinguent telles que les formes préséniles (débutant avant 65 ans) et les formes séniles 

(débutant après 65 ans). Les troubles du langage qui se développent chez tous les 

patients dont le processus dégénératif cortical est très avancé, peuvent également 

constituer les premiers symptômes cliniques. La durée d'évolution de la maladie 

d'Alzheimer est également très variable. Enfin, la maladie d'Alzheimer serait observée 

plus fréquemment chez les femmes même en tenant compte de leur durée de vie plus 

importante. 

H~t~r.og,én.éité .. ~ur . .l~.p.lau.n~JJf.O.P.athulQgiQ.J.J~; La distribution des 2 lésions 

neuropathologiques de la maladie d'Alzheimer est également hétérogène. Ainsi, des 

variations sur le plan clinique pourraient être liées à une distribution spécifique des 

NFT, en relation à des circuits neuronaux précis (Hof et al., 1990b). Les dépôts 

amyloïdes envahissent généralement l'ensemble du cerveau sans suivre un schéma 

défini. Sur le plan morphologique, les dépôts de substance amyloïde se différencient 

également (Ikeda et al., 1989). 

H~l~r.ogé.IJ.éité .. ~ur..l~.Pl.~J.n .. biQçhim.i.que.; Il a été démontré par une méthode 

biochimique de quantification de la DNF dans l'ensemble des aires iso-corticales, que 

des variations inter-individuelles étaient surtout rencontrées selon un axe rostro-caudal 

(Vermersch et al., 1992). Cette hétérogénéité sur le plan biochimique se vérifie 

également par l'existence de nombreux fragments de peptide AB au sein des dépôts 

amyloïdes (Masters et al., 1985; Miller et al., 1993). 

L'hétérogénéité de la maladie d'Alzheimer sur le plan génétique, clinique, 

neuropathologique, et biochimique pourrait être le résultat de la sévérité de la démence 

et /ou de la topographie des lésions. Elle pourrait également refléter l'existence de sous­

groupes de la maladie qui se distinguent par l'influence de différents facteurs 
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(épidémiologiques, génétiques, environnementaux). Ces différences sont donc à 

considérer pour le diagnostic de la maladie d'Alzheimer, ainsi que pour la mise au point 

d'essais thérapeutiques. 

VI-APPROCHE THÉRAPEUTIQUE ET AMYLOÏDE 

VI-l-Traitements 

Il n'existe pas de traitement de la maladie d'Alzheimer. Cette maladie touche de 

nombreux systèmes de neurotransmission pouvant être reliés aux processus de la 

mémorisation. Différentes approches visant à suppléer un système de neurotransmission 

déficitaire ont été réalisées dans l'espoir de corriger essentiellement les troubles 

mnésiques. Le traitement des voies à acétylcholine a été largement abordé. L'utilisation 

de précurseurs de l'acétylcholine (choline et lécithine) ou d'agonistes cholinergiques 

directs n'a donné que des résultats décevants et d'importants effets secondaires. Des 

inhibiteurs de l'acétylcholinestérase ont également été testés tels que la physostigmine 

ou le tétrahydroaminoacridine (THA). Le THA (encore appelée tacrine) a obtenu une 

autorisation de mise sur le marché sous contrôle hospitalier. Son efficacité est très 

contestée puisqu'elle ne corrigerait les troubles mnésiques que dans un sous-groupe de 

patients atteints de façon modérée et traités au début de la maladie. Les approches 

aminergiques, gabaergiques et glutamatergiques ont été abordées mais n'ont donné 

aucun résultat. D'autres perspectives ont été envisagées (intervention des 

neuropeptides, œstrogènes, radicaux libres ... ) sans toutefois déboucher sur des résultats 

concluants. 

D'autres stratégies thérapeutiques ciblées sur la formation de l'amyloïde sont 

envisagées à l'avenir. Cette approche inclut l'utilisation de molécules qui inhiberaient 

la sécrétion d'AB par les cellules neuronales, qui préviendraient l'agrégation et/ou 

empêcheraient les effets neurotoxiques du peptide AB (Kisilevsky et al., 1995). Afin de 
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tester de telles molécules, la mise au point d'un modèle fiable de la maladie 

d'Alzheimer s'avère nécéssaire. 

VI-2-Modèles de la maladie d'Alzheimer 

Des dépôts de substance amyloïde ont été observés dans le cerveau de différents 

mammifères tels que le singe âgé, 1' ours polaire, le cheval et le chien (Selkoe et al., 

1987). Toutefois, ces animaux ne présentent pas de dégénérescence neurofibrillaire et 

ne peuvent être considérés comme de bons modèles de la maladie d'Alzheimer. 

VI-2-1-Les modèles animaux 

Le singe âgé représente un modèle de la maladie d'Alzheimer qui montre des 

déficits de la mémoire, et qui développe des lésions amyloïdes (Priee et al., 1986). Plus 

récemment, un modèle très prometteur a été développé. ll s'agit d'un primate lémurien 

(Microcebus murinus) qui avec l'âge développe à la fois des neurones en 

dégénérescence neurofibrillaire et des plaques séniles (Bons et al., 1994; Delacourte et 

al. 1995). 

De très gros efforts ont été entrepris pour obtenir un modèle animal transgènique 

de la maladie d'Alzheimer. Les premiers résultats intéressants ont été obtenus à partir de 

souris transgèniques plus ou moins âgées (2-15 mois), exprimant l'APP751 humaine, 

sous le contrôle du promoteur de 1' énolase neuronale spécifique de rat (Quon et al., 

1991). De nombreux dépôts amyloïdes ont ainsi été observés au niveau du cortex et de 

l'hippocampe, comparativement aux souris non transfectées. Récemment, des souris 

transgèniques exprimant l'APP humain muté en 717 (valine en phénylalanine) dans des 

quantités 10 fois plus importantes que l'APP endogène ont été décrites (Games et al., 

1995). Ces animaux présentent des dépôts amyloïdes colorables à la thioflavine S, des 

plaques neuritiques, une perte synaptique ainsi qu'une réaction gliale. Aucune 

dégénérescence neurofibrillaire n'était visible dans leur cerveau. Ces résultats 
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supportent l'hypothèse que les lésions de type amyloïde arrivent en premier lieu durant 

la maladie d'Alzheimer. De plus, ce type de souris pourrait constituer un modèle 

préclinique de la maladie d'Alzheimer afin de tester différents agents réduisant la 

production du peptide AB ou diminuant sa neurotoxicité in vitro. 

VI-2-2-Les modèles cellulaires 

Des études de transfection ont montré que le peptide AB pouvait être 

normalement sécrété sous une forme soluble par de nombreux types cellulaires (Shoji et 

al., 1992; Haass et al., 1992a). 

VI-2-3-Modèles et formation de l'amyloïde 

La mise en évidence de dépôts extracellulaires de substance amyloïde à partir de 

simples cultures cellulaires est probablement impossible puisque trop de mécanismes 

sont en jeu. Néanmoins, nous avons vu dans le chapitre consacré aux facteurs de risque 

génétiques, que de nombreux systèmes de cellules transfectées avec des APP mutés 

(codons 670/671, codon 717) ont été développés (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993; 

Suzuki et al., 1994a). Ils constituent donc de bons modèles de maladie d'Alzheimer 

familiale. 

Il faut également noter qu'une équipe japonaise a mis en évidence une 

accumulation intracellulaire de filaments amyloïdes in vitro dans la région périnucléaire 

de cellules COS-1 exprimant la partie C-terminale amyloïdogénique de l' APP 

(Maruyama et al., 1990). 
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VII-AMYLOÏDOSES CÉRÉBRALES 

La formation de l'amyloïde n'est pas uniquement rencontrée durant la maladie 

d'Alzheimer. Une amyloïdose est également observée durant le vieillissement cérébral 

ainsi que dans d'autres maladies neurodégénératives. 

VII-1-Les maladies à prions 

La maladie de Creutzfeldt-Jacob, Le Kuru et le syndrome de Gertstmann­

Straüssler-Scheinker (GSS) sont des encéphalopathies spongiformes transmissibles 

humaines. Le prion est l'agent infectieux de nature protéique, et constitue une forme 

aberrante d'une protéine hôte (PrP: prion protein). La maladie de Creutzfeldt-Jacob se 

manifeste par une démence. Elle a été observée dans toutes les régions du monde. Il 

s'agit en général d'une affection sporadique mais il existe des formes familiales qui 

représentent 10 à 15% des cas. La maladie du Kuru, décrite dans une population isolée 

de Nouvelle Guinée, est caractérisée par une ataxie cérébelleuse. Le GSS est non 

seulement une maladie infectieuse mais également une maladie génétique autosomale 

dominante (Prusiner, 1990; Gadjusek et al., 1991). Cette maladie se manifeste par un 

état démentiel faisant suite à une dysarthrie et un syndrome cérébelleux. 

Une amyloïdose plus ou moins diffuse dans le cortex cérébral et le cervelet caractérise 

ces pathologies. Contrairement à la maladie d'Alzheimer, le constituant principal de ces 

dépôts amyloïdes est la protéine du prion. Cependant, durant le GSS, une colocalisation 

du peptide AB et de la protéine du prion a été démontrée (Miyazono et al., 1992; Ikeda 

et al., 1994). L'Apo E est également un constituant de ces dépôts amyloïdes. Une 

augmentation de la fréquence de l'allèle e4 a été mise en évidence dans une population 

de patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jacob (Amouyel et al., 1994). Mais, 

contrairement à la maladie d'Alzheimer, aucun lien n'a été observé entre la fréquence de 

cet allèle et la quantité de dépôts amyloïdes (Dranovsky et al., 1995). 
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VII-2-La démence à corps de Lewy 

Durant cette démence, on constate une importante atrophie cérébrale 

accompagnée d'inclusions intracytoplasmiques dans les neurones corticaux et sous­

corticaux et que l'on nomme corps de Lewy. La dégénérescence neurofibrillaire est 

constatée pour seulement 1/3 des cas (Dickson et al., 1989). Une amyloïdose 

importante touchant les régions hippocampiques et néocorticales est constatée. Elle se 

présente essentiellement sous la forme de dépôts diffus mais également de plaques 

neuritiques (Dickson et al., 1992; Lippa et al., 1994). Le nombre des dépôts amyloïdes 

immunoréactifs pour l'Apo E a été estimé à environ 25% (Dickson et al., 1995). 

VII-3-La démence pugilistique 

La démence pugilistique, provoquée par les nombreux traumatismes cérébraux 

que supportent les boxers professionnels se manifeste par des signes cérébelleux, 

pyramidaux et extrapyramidaux. Sur le plan neuropathologique, on observe des 

neurones en dégénérescence neurofibrillaire ainsi que des dépôts de substance amyloïde 

constitués de peptide AB, dans le parenchyme et dans la paroi des vaisseaux (Roberts et 

al., 1990; Tokuda et al., 1991) 

VII-4-Le vieillissement cérébral ''normal" 

La présence de dépôts amyloïdes diffus de peptide AB est souvent observée dans 

le néocortex de personnes âgées non démentes de plus de 75 ans (Davies et al., 1988; 

Ikeda et al., 1989; Delaère et al., 1990). Des plaques neuritiques accompagnées ou non 

de quelques neurones en dégénérescence neurofibrillaire peuvent également être 

observées (Dickson et al., 1991). Cependant, le vieillissement cérébral normal se 

distingue de la maladie d'Alzheimer par une densité moins importante et une 

distribution plus restreinte des lésions neuropathologiques. La présence de ces lésions 
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chez les individus âgés non déments pourraient correspondre soit à un stade préclinique 

de la maladie d'Alzheimer soit à un processus tout à fait distinct du au vieillissement 

cérébral. 
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RESULTATS-DISCUSSION 

Si de nombreuses études ont montré que la présence de neurones en 

dégénérescence neurofibrillaire (Mc Kee et al., 1991) et la perte synaptique (Terry et 

al., 1991; Masliah et al., 1989) est corrélée à la démence, il semblerait qu'une 

corrélation entre la démence et la quantité d'amyloïde puisse également être observée en 

ne considérant que les plaques neuritiques (He et al., 1993) ou en faisant appel à des 

analyses très sophistiquées pour traiter les images (Cummings et al., 1995). 

Les dépôts de substance amyloïde sont observés dans le cerveau de patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer. lis sont également présents, quoique de façon moins 

sévère, chez les individus âgés non déments. De ce fait, une approche quantitative 

permettrait de séparer le vieillissement cérébral normal de la maladie d'Alzheimer. Les 

critères du CERAD apportent un indice semi-quantitatif de la densité de dépôts 

amyloïdes (ajusté à l'âge du sujet) nécessaire pour poser le diagnostic de la maladie 

d'Alzheimer (Mirra et al., 1993). Selon ces critères, il est recommandé de fixer le tissu 

cérébral en formaldéhyde et de l'inclure dans de la paraffme. Ces critères ne sont basés 

que sur deux méthodes histologiques: l'imprégnation argentique et la coloration à la 

thioflavine S. Or, actuellement les laboratoires utilisent de nombreuses méthodes de 

révélation des dépôts amyloïdes (histochimiques, immunohistochimiques) dont les 

sensibilités ne sont pas équivalentes. De plus, la difficulté de quantüier les dépôts 

amyloïdes réside dans le fait qu'ils se présentent sous düférentes formes (dépôts diffus, 

plaques séniles, angiopathie amyloïde). 

L'objectif de notre thèse était de purüier et mettre au point une méthode 

biochimique permettant de quantifier rapidement le peptide AB agrégé au sein de la 

substance amyloïde. Notre but était multiple. Nous voulions non seulement contourner 

les aléas des examens neuropathologiques mais également analyser plus finement les 

diverses molécules associées au peptide AB au sein des dépôts amyloïdes. Si la 

purification de la substance amyloïde devait logiquement conduire à la caractérisation 
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du peptide AB, elle nous a également permis de quantifier la présence de 

l'apolipoprotéine E, considérée comme un co-facteur de l'amyloïdogenèse. 

1-PURIFICATION DE LA SUBSTANCE AMYLOÏDE ET MISE EN 

EVIDENCE DU PEPTIDE AB 

La substance amyloïde présente dans le cerveau, est constituée de fibres 

insolubles de peptide AB arrangées en feuillets B-plissés. L'angiopathie amyloïde peut 

être analysée biochimiquement par l'utilisation d'étapes enzymatiques (collagénase), de 

solubilisation par des agents chaotropiques à 6 M (thiocyanate de guanidine, chlorure 

de guanidine) et de centrifugations à haute vitesse (100 OOOg) (Glenner et Wong, 1984a, 

b; Joaquim et al., 1988). La substance amyloïde présente dans le parenchyme ne peut 

être solubilisée de cette façon du fait d'un état d'agrégation probablement supérieur. 

Son analyse biochimique nécessite alors l'utilisation de nombreuses étapes de 

présolubilisation dans des tampons SOS (5-10%), des centrifugations à haute vitesse 

(de 100 000 à 300 OOOg) et enfin une solubilisation du peptide AB en acide formique 

(de 70 à 100%) (Masters et al., 1985; Mori et al., 1992). Nous avons adapté la méthode 

de purification de la substance amyloïde de Mori et coll. (1992) afin de pouvoir 

travailler sur une faible quantité de tissu et un grand nombre d'échantillons. En effet, 

nous possédons dans le laboratoire une très importante banque de cerveaux de sujets 

âgés déments ou non (stockés à -80°C). Pour analyser les protéines insolubles du 

système nerveux central, les échantillons de cortex cérébral sont homogénéisés en 

solution de Laemmli 5% de SOS. Une ultracentrifugation à 100 OOOg permet ensuite 

d'isoler les constituants solubilisés en SOS 5%. 

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si les protéines dites 

insolubles, provenant d'un cerveau de patient 'Alzheimer', étaient solubilisées dans la 

solution de Laemmli 5% de SOS. 
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I-l-Analyse des protéines solubles dans le surna~:eant Stoo 000& 

Les protéines présentes dans le surnageant Stoo OOOg "Laemmli" peuvent être 

facilement séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (gradient 10-20 %), 

en présence de SDS. L'analyse par immunoempreintes d'un homogénat total de cerveau 

permet donc de les visualiser. 

I-l-l-Analyse des protéines tau solubilisées en SDS 

Les protéines tau provenant d'un cerveau de patient 'Alzheimer' sont 

hyperphosphorylées. Par immunoempreintes, elles peuvent être détectées par AD2 qui 

est un anticorps dépendant de la phosphorylation, spécifique des protéines tau 

pathologiques (Buée-Scherrer et al., 1996). Elles sont visualisées sous la forme d'un 

triplet de protéines situées à 55, 64 et 69 kDa (Delacourte et al., 1990) (Figure 11). Par 

ailleurs, une bonne corrélation a été démontrée entre la présence des protéines tau 

pathologiques et le nombre de neurones en dégénérescence neurofibrillaire (Flament et 

al. 1989; Vermersch et al., 1993). 

1-1-2-Détection de la GFAP 

Un autre type de molécule particulièrement insoluble est le constituant principal 

des filaments gliaux, la GFAP ou glial fibrillary acidic protein. En utilisant un 

anticorps spécifique de la GFAP (Delacourte, 1990; David et al., 1994), nous avons pu 

montrer sa présence dans le surnageant Stoo ooog "Laemmli" provenant d'homogénat 

total de cortex cérébral de patients 'Alzheimer'. La GFAP est visualisée sous la forme 

d'une bande majeure située à 50 kDa et de bandes mineures qui résultent de produits de 

catabolisme (Figure 11). Ces résultats suggèrent donc qu'une grande partie de la GFAP 

est solubilisée dans la solution de Laemmli 5% de SDS. 
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1-1-3-Détection du peptide AB 

L'analyse par immunoempreintes du surnageant Swo OOOg ne permet pas de 

détecter le peptide AB. Aucune traînée n'est observée, ce qui indique qu'une 

solubilisation même partielle des filaments amyloïdes n'est pas obtenue en solution de 

Laemmli 5% SDS (Figure 11). 

En conclusion, l'homogénéisation du cortex cérébral de patient 'Alzheimer' en 

solution de Laemmli 5% SDS permet la solubilisation en grande partie des protéines 

insolubles du système nerveux central. Toutefois, l'existence de traînées 

immunomarquées indique qu'une faible quantité de protéines tau pathologiques ne sont 

solubilisées que partiellement (Figure 11). De même d'autres protéines comme les 

constituants de la matrice extracellulaire ou ceux de la paroi des vaisseaux cérébraux 

sont également très insolubles et sont probablement retrouvés dans le culot (Cl). Le 

peptide AB agrégé est quand à lui totalement insoluble en SDS et n'est donc pas 

détectable par immunoempreintes dans le surnageant Swo OOOg· Il convient donc de 

trouver une méthode pour solubiliser les protéines du culot (Cl) afin d'en analyser le 

contenu. 

1-2-Extraction des protéines du culot Cl 

1-2-1-Solubilisation du peptide AB dans le culot Cl 

Les protéines insolubles en SDS, contenues dans un homogénat total de cortex 

cérébral de patient atteint de la maladie d'Alzheimer, sont retrouvées dans le culot (Cl). 

Elles devraient représenter en grande partie les constituants de la substance amyloïde. 

Pour vérifier la présence du peptide AB, le culot (Cl) est repris dans un volume 

d'acide formique 100% équivalent à 80% (plv) de la quantité de tissu. Il est ensuite 
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homogénéisé et laissé sous agitation pendant 3 heures à température ambiante. 

L'homogénat "acide formique" est centrifugé à haute vitesse (200 OOOg) pendant 1 

heure. Le surnageant S2oo OOOg est évaporé sous courant d'azote (N2) puis est repris par 

une solution de Laemmli 5% SDS. Du fait des propriétés physicochimiques du peptide 

AB, l'addition d'urée 6 M dans la solution de Laemmli est nécéssaire pour le 

solubiliser. 

1-2-2-Mise en évidence du peptide AB 

La mise en évidence du peptide AB s'effectue par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide, en tampon Tris-Tricine qui présente l'avantage de séparer les petits 

poids moléculaires (Schaëgger et Von Jagow, 1987). 

Le surnageant S2oo ooog est déposé sur un gel de polyacrylamide (15%), et 

l'analyse par immunoempreintes, en utilisant un anticorps monoclonal an ti-AB (anti­

ABs-17 (Daim)) révèle la présence d'une bande située à 4 kDa (Figure 12). Une traînée 

immunomarquée dans la région des hauts poids moléculaires témoigne de la présence 

de peptide AB réagrégé. 

1-2-3-Conclusion 

Nous sommes en mesure de purifier la substance amyloïde provenant d'un 

homogénat total de cortex cérébral de patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Le 

peptide AB est solubilisé dans l'acide formique 100% puis est extrait par une 

centrifugation haute vitesse (200 OOOg) (voir schéma ci-dessous). 
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L'analyse du surnageant S2oo OOOg par l'anticorps monoclonal AD2 ne révèle pas 

la présence de triplet de protéines tau pathologiques (tau 55, tau 64, tau 69). Ces 

résultats suggèrent donc que la majorité des protéines tau pathologiques est solubilisée 

dans la solution de Laemmli 5% de SDS. 

Nous avons réalisé plusieurs lavages du culot (C2) par divers agents (acide 

formique 100%, chlorhydrate de guanidine, acide trifluoroacétique) suivis 

d'ultracentrifugations. Après analyse des sumageants par immunoempreintes, nous 

n'avons détecté aucun signal de peptide AB. Ceci indique que la quasi totalité du 

peptide AB est solubilisé dans le S2oo ooog. Nous pouvons donc envisager de quantifier 

le peptide AB par dot-blot à partir d'homogénat totaux de cortex cérébral de patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer. 
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Il-MISE AU POINT DE LA QUANTIFICATION DU PEPTIDE A8 PAR 

DOT-BLOT 

La technique biochimique envisagée afin de quantifier le peptide AB est la 

technique de dot-blot. Le principe est donc de purifier la substance amyloïde à partir 

d'homogénats totaux de cortex cérébral de sujets sains ou malades, de la déposer en 

dot-blot et d'incuber la membrane en présence d'un anticorps anti-AB. Ensuite, la 

quantité de peptide AB présente dans chaque échantillon est évaluée grâce à l'utilisation 

d'une gamme étalon standard de peptide AB synthétique. La technique de dot-blot doit 

s'adapter aux conditions d'extraction particulièrement drastiques (acide formique). 

Notre choix se porte donc sur la membrane de PVDF (Immobilon P) qui est 

particulièrement résistante vis à vis de solvants organiques ou d'acides concentrés. La 

première étape consiste dans un premier temps à trouver un anticorps capable de 

reconnaître spécifiquement le peptide ABl-42 dilué en acide formique concentré 

(100%). Ensuite, il s'agira de mettre au point la gamme étalon de peptide synthétique 

pour pouvoir évaluer la quantité de peptide AB (pmoles). Enfin, le but recherché est de 

pouvoir standardiser car une ultracentrifugation à 200 000 g ne permet pas de traiter un 

grand nombre d'échantillons. De plus, la présence d'acide formique 100% présente des 

problèmes de corrosion des joints, des tubes d'ultracentrifugeuse ainsi que des 

problèmes de sécurité. ll serait donc intéressant de vérifier si une concentration d'acide 

formique 100% est réellement nécessaire pour solubiliser la totalité du peptide AB. 

Nous nous proposons donc d'essayer quelques modifications (vitesse de centrifugation, 

concentration en acide formique) tout en vérifiant qu'elles ne provoquent pas une baisse 

de la quantité de peptide AB déterminée par dot-blot 
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Il-l-Choix de l'anticorps 

Nous possédons au laboratoire différents anticorps anti-AB de natures et de 

sources différentes. Des sérums polyclonaux dirigés contre les séquences [ 1-28] et [ l­

lO] du peptide AB avaient été préparés au laboratoire. Nous disposons également d'un 

anticorps anti-AB8-17 (Dako) et de l'anticorps 4G8 (anti-ABt7-24). Afin de pouvoir 

développer nos recherches, un anticorps polyclonal dirigé contre la séquence [17-28] du 

peptide AB a également été réalisé. Tous ces anticorps ont donc été testés par dot-blot 

sur les peptides ABt-42 et ABl-28 (Bachem) déposés en acide formique (100%). 

L'anticorps polyclonal anti-AB1-10 n'a donné aucun marquage des peptides ABl-28 et 

ABt-42 en dot-blot. Les conditions particulières en acide formique 100% expliquent 

peut-être ce résultat négatif mais néanmoins, des résultats intéressants ont été obtenus 

avec les autres anticorps polyclonaux. 

TI-l-l-Caractérisation de l'anticorps polyclonal anti-AB11:.2R et du 

monoclonal anti-AB17-24 (408) 

Il existe de nombreux fragments au sein des dépôts amyloïdes. Pour cette raison, 

il nous a paru important de réaliser un anticorps anti-AB qui puisse détecter à la fois le 

peptide AB et le fragment P3 (ABt7-42) retrouvé majoritairement dans les dépôts diffus 

(Gowing et al., 1993). Un peptide synthétique correspondant à la séquence [17-28] du 

peptide AB a donc été couplé à l'ovalbumine par l'intermédiaire de la glutaraldéhyde. 

Après injection de l'immunogène à un lapin, les sérums ont été récupérés et ont été 

testés par dot-blot. Différentes dilutions ont été réalisées a.Im d'obtenir un minimum de 

bruit de fond. La dilution de 1/800 s'est révélée être la dilution optimale. De façon 

surprenante, nous avons constaté que l'anticorps polyclonal anti-ABt7-28 donnait des 

résultats différents selon la nature du peptide AB synthétique déposé sur la membrane 

de dot-blot. Ainsi, un marquage très intense est observé à partir du peptide ABt-28 

tandis qu'une absence de signal est constaté avec le peptide ABt-42 (Figure 13). 
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TI est intéressant de comparer le sérum polyclonal anti-AB11-28 à l'anticorps 

monoclonal anti-AB17-24 (408) puisque les séquences reconnues sont presques 

identiques. Contrairement à l'anti-ABn-28 polyclonal, l'anti-AB17-24 monoclonal (408), 

utilisé au 1110 000, marque intensément le peptide AB1-42· En outre, un marquage plus 

faible est constaté avec le peptide AB1-28 (Figure 13). 

II-1-2-Caractérisation de l'anti-ABl-28 polyclonal 

L'anti-AB1-28 est un sérum polyclonal préparé chez le lapin, dirigé contre la 

séquence [1-28] du peptide AB. En immunohistochimie, cet anticorps révèle les dépôts 

de substance amyloïde (dépôts diffus, plaques neuritiques, angiopathie amyloïde) sur 

des coupes de cortex de patients atteints de la maladie d'Alzheimer. 

Par la technique de dot-blot, l'anticorps anti-AB1-28 est utilisé également au 

1/800 et marque le peptide AB1-42 tandis qu'un marquage nettement plus faible est 

obtenu contre le peptide AB1-28 (Figure 13). 

II-1-3-Caractérisation de l'anticorps anti-AB8-17 monoclonal 

Nous ne possédions qu'une très faible quantité d'anticorps monoclonal anti­

ABt7-24 (408), ce qui ne nous permettait pas d'envisager une analyse à grande échelle 

du peptide AB par dot-blot. En outre, la présence de signaux recouverts de bruit de fond 

est parfois observée en utilisant les anticorps polyclonaux anti-AB. TI a donc été 

nécéssaire de se procurer un autre anticorps monoclonal anti-peptide amyloïde. 

L'anticorps monoclonal anti-AB8-17 (Dako) reconnaît spécifiquement la 

séquence [8-17] du peptide AB, située en amont et au niveau du site de clivage de l'APP 

par l'a sécrétase. En outre, il marque les dépôts de substance amyloïde sur une coupe de 

cortex cérébral de patient atteint de la maladie d'Alzheimer (Figure 14). 

En dot-blot, l'anticorps monoclonal anti-AB8-17 (Dako) utilisé à la dilution de 

1/200 marque intensément le peptide ABt-42 synthétique (Figure 15). Outre le peptide 
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AB1-28 (Bachem), cet anticorps a également été testé contre le peptide AB1-28 

(Neosystem). On constate que dans les mêmes conditions, l'anticorps anti-AB8-17 

détecte le peptide AB1-28 (Néosystem) mais ne donne aucun signal contre le peptide 

ABt-28 (Bachem) (Figure 15). Cette différence de marquage résulte donc probablement 

d'une différence de conformation entre les deux peptides en milieu acide concentré. En 

effet, l'épitope reconnu par l'anticorps anti-AB8-17 (Dako) est probablement masqué sur 

le peptide ABt-28 (Bachem). Ceci pourrait s'expliquer par un protocole de synthèse 

différent pour les deux laboratoires. 

ll -1-4-Conclusion 

L'immunomarquage du peptide AB ne dépend pas uniquement de la présence de 

la séquence peptidique reconnue par l'anticorps. Il dépend aussi de l'accessibilité de 

l'épitope à l'anticorps et donc de la conformation adoptée par le peptide sur la 

membrane de dot-blot. Les résultats obtenus avec les anticorps monoclonaux anti-AB8-

17 (Dako), anti-AB17-24 (408) et le sérum polyclonal anti-AB17-28 sont très singuliers. 

Ces 3 anticorps, dirigés contre la partie N-terminale du peptide AB, donnent des 

résultats différents vis à vis des peptides synthétiques AB1-42 et AB1-28· Il a été 

démontré que la partie C-terminale du peptide ABt-42 intervient d'une façon 

prépondérante sur la conformation de la molécule (Barrow et Zagorski, 1991; Burdick 

et al., 1992). Il est difficile de comparer un anticorps monoclonal à un sérum polyclonal 

selon le marquage obtenu. Toutefois ces résultats suggèrent que les épitopes situés sur 

le peptide ABt-42, et reconnus par les anticorps monoclonaux anti-AB8-17 et anti-AB17-

24 (408) doivent être partiellement masqués sur le peptide ABt-28· A l'inverse, la 

séquence reconnue par l'anti-ABt7-28 polyclonal sur le peptide ABt-28 ne doit pas être 

accessible sur le peptide ABt-42· Ces résultats sont cohérents si l'on admet une fixation 

différente des 2 peptides AB1-42 et AB1-28 sur la membrane (Figure 16). Selon cette 

hypothèse, le peptide AB1-28 doit se fixer à la membrane via la séquence [1-17], laissant 

plus ou moins accessible la partie [17-28]. Inversement, le peptide ABt-42 se fixerait via 
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la portion [24-42], ce qui permet l'intervention des anticorps monoclonaux anti-ABs-17 

et anti-AB17-24 (4G8) (voir le tableau 9 page 121, récapitulant le marquage de ces 

différents anticorps). 
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Au total, nous possédons au laboratoire toute une catégorie d'anticorps anti-AB 

dirigés contre la partie N-terminale [1-28] du peptide AB et qui se différencient par leur 

marquage en dot-blot. La méthode doit nous permettre de quantifier si ce n'est la 

totalité, au moins la grande majorité du peptide AB agrégé dans les dépôts amyloïdes. 

Le choix de l'anticorps doit donc se justifier de part le peptide AB qui est reconnu. Si de 

nombreux fragments sont retrouvés dans les dépôts amyloïdes, le peptide AB1-42 

constitue la forme AB agrégée la plus représentative. n est donc préférable, pour la 

quantification biochimique, d'opter pour un anticorps qui révèle le peptide AB1-42· 

L'anticorps anti-ABs-17 (Dak:o) qui marque intensément et de manière spécifique le 

peptide AB1-42 représente donc l'outil immunologique idéal pour la quantification 

biochimique du peptide AB. Néanmoins, l'anticorps anti-AB17-24 monoclonal (408) et 
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l'anti-ABt7-28 polyclonal sont susceptibles de reconnaître le fragment P3 (ABt7-42) et 

l'on pourrait donc envisager également leur utilisation pour la détection de ce type de 

fragment dans la substance amyloïde. 

11-2-Définition de la ~:amme étalon de peptide ARt-42 synthétique · 

Une solution de peptide ABt-42 synthétique (Bachem) est préparée en acide 

formique 100% à la concentration de 80 nmole/ml. Cet échantillon est dilué et des 

quantités de 160, 80, 40, 20, 10 et 5 pmoles de peptide ABt-42 sont déposées sur la 

membrane. Nous constatons que l'anticorps anti-ABs-17 est très sensible puisqu'il 

détecte la présence de 10 pmoles d' ABt-42 synthétique déposées sur la membrane de 

dot-blot (Figure 17A). L'analyse par densitométrie montre que la zone de 

proportionalité entre l'intensité du signal et la concentration du peptide ABt-42 se situe 

dans les plus faibles concentrations de peptide AB (entre 10 et 40 pmoles) (Figure 

17B). Cette zone de proportionalité doit donc toujours être prise en compte pour évaluer 

la quantité de peptide AB présent dans un échantillon. 

11-3-Standardisation de la méthode 

Dans le but de simplifier la méthode quantitative et de permettre son utilisation 

de façon routinière, des modifications sont envisagées tout en vérifiant qu'elles 

n'entraînent pas une baisse de la quantité de peptide AB estimée en dot-blot. 

ll-3-1-Modification de la concentration en acide formique 

Une étude est réalisée afm d'évaluer la concentration optimale en acide formique 

nécessaire pour obtenir la solubilité totale du peptide AB. 

Un homogénat total de cortex cérébral de patient atteint de la maladie 

d'Alzheimer est centrifugé à 100 OOOg. Le culot Cl est solubilisé en acide formique 
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100%. L'homogénat "acide formique" est réparti en 4 aliquots qui sont ensuite 

centrifugés à 200 OOOg puis évaporés sous courant d'azote (N2). Le matériellyophylisé 

est repris dans 4 solutions d'acide formique plus ou moins concentrées (60; 70; 80; 

100%) (Figure 18A) qui sont ensuite recentrifugées à 200 OOOg. 

-analyse par dot-blot: 

Deux J.l.l de chaque surnageant sont déposés sur une membrane d'Immobilon P 

(Figure 18B). Avec l'anticorps monoclonal anti-ABs-17· un signal est observé dans les 

surnageants à 100, 80 et 70% d'acide formique . Aucun signal n'est observé dans le 

surnageant à 60 % d'acide formique. Ceci indique que la solubilisation du peptide AB 

demande au minimum une solution d'acide formique à 70%. De plus, le signal le plus 

intense est constaté dans le surnageant en acide formique 100%. Les conditions 

optimales requises pour la solubilisation et la quantification du peptide AB implique 

donc l'utilisation d'acide formique concentré à 100% (Figure 18B). 

ll-3-2-Extraction du peptide AB par centrifugation basse vitesse 

04 OOOg) 

Durant le protocole de purification, le peptide AB se trouve dans le surnageant 

S2oo OOOg· D'un point de vue pratique, cette ultracentrifugation complique une analyse 

de la quantité de peptide AB sur une série importante de cerveaux et interdit une 

éventuelle standardisation à des laboratoires d'analyses. Nous avons donc vérifié si une 

centrifugation basse vitesse pouvait remplacer une ultracentrifugation (200 OOOg). 

Un homogénat total de cortex cérébral de patient atteint de la maladie 

d'Alzheimer est centrifugé à 100 OOOg. Le culot Cl est repris en acide formique 100%, 

homogénéisé et séparé en deux fractions identiques dont l'une est centrifugée à haute 

vitesse (200 OOOg), et l'autre à basse vitesse (14 OOOg) pendant 1 heure (Figure 19A). 
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Les sumageants S200 ooog et St4 OOOg sont analysés par immunoempreintes et en dot­

blot. 

-Analyse en électrophorèse (Tris-Tricine) 

Les sumageants S2oo OOOg et S14 OOOg sont évaporés sous courant d'azote (N2). 

Le matériel lyophilisé est repris par une quantité équivalente de solution de Laemmli 

(urée 6 M). Avec l'anticorps monoclonal anti-ABs-17. l'analyse par immunoempreintes 

révèle une bande située à 4 kDa dans les deux sumageants S2oo ooog et St4 OOOg· De 

plus, la "trainée" immunomarquée dans la région des hauts poids moléculaires est 

retrouvée dans les deux sumageants. Ceci montre que le peptide AB est présent dans les 

deux sumageants S2oo OOOg et St4 OOOg (Figure 19B). 

-Analyse en dot-blot 

Avec l'anticorps monoclonal anti-ABs-17 (Dako), nous constatons la présence du 

peptide AB dans les deux sumageants S2oo OOOg et S14 OOOg· La sensibilité de détection 

est la même dans les deux cas, ce qui indique qu'il n'y a pas de perte de peptide AB lors 

de la centrifugation basse vitesse (14 OOOg) (Figure 19C). 

ll-3-3-Conclusion 

Nous sommes en mesure d'extraire la substance amyloïde présente dans un 

homogénat total de cortex cérébral de patient atteint de la maladie d'Alzheimer. La 

solubilisation maximale du peptide AB exige l'utilisation d'acide formique 100%. Par 

contre, la centrifugation basse vitesse (14 OOOg) est suffisante pour séparer le peptide 

AB des autres éléments particulaires tels que le collagène ou les constituants de la lame 

basale des vaisseaux. 

Si nous appliquons ce protocole de purification à un homogénat de cortex 

cérébral de sujet témoin exempt d'amyloïde, nous obtenons également un culot (Cl) ne 

contenant uniquement que du matériel particulaire insoluble (collagène, vaisseaux). 
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En conclusion, le protocole de purüication du peptide AB retenu pour une 

quantification en dot-blot est la suivante: La reprise du culot (Cl) se fera par de l'acide 

formique 100%. Le matériel encore insoluble dans ces conditions sera précipité par une 

centrifugation basse vitesse (14 OOOg). La présence du peptide dans les surnageants S14 

OOOg sera analysée quantitativement avec l'anticorps monoclonal anti-ABs-17 (Dalco), 

par comparaison à la gamme étalon de peptide AB1-42 précédemment décrite. Une fois 

ce protocole établi, nous sommes en mesure d'analyser le contenu de peptide AB agrégé 

dans le cerveau de patients atteints de la maladie d'Alzheimer et d'individus âgés. Il 

faut cependant noter qu'il existe de nombreuses espèces de peptide AB (AB1-39. AB1-40, 

AB4-40, ... )dans la substance amyloïde qui sont susceptibles d'être détectés par l'anti­

ABS-17 (Dalco). Par conséquent, si la quantité de peptide AB déterminée en dot-blot est 

exprimée en équivalent de peptide ABt-42· elle représente en fait l'ensemble des 

espèces AB détectées par dot-blot 

III-RECHERCHE D'UNE RÉGION CÉRÉBRALE ENVAHIE PAR LA 

SUBSTANCE AMYLOÏDE 

Nous savons que les régions du néocortex sont préférentiellement envahies par 

les dépôts de substance amyloïde durant la maladie d'Alzheimer. Notre étude sera donc 

ciblée sur ces régions. Durant la quantification des dépôts amyloïdes, des variations 

peuvent être observées en fonction des difficultés rencontrées lors de la dissection. 

Certaines aires du néocortex plus petites ou moins bien délimitées que les autres ne 

seront disséquées efficacement que par une personne expérimentée. Dans cette étude 

préliminaire, il s'agit donc non seulement de tester la technique quantitative de dot-blot, 

mais également de déterminer une région du néocortex suffisamment définie pour ne 

pas biaiser notre analyse biochimique du peptide AB . 
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lil-l-Présentation d'une population de 17 individus â~:és 

Une étude est menée à partir d'une population de 17 individus âgés (88,05± 6,84 

ans) qui se compose de 4 patients atteints de la maladie d'Alzheimer (A6-A9), 2 

individus considérés comme des cas précliniques de la maladie d'Alzheimer (Al-A2), 2 

sujets témoins avec des troubles cognitifs (T8-T9), 7 personnes âgées non démentes 

(Tl-TI), 1 personne souffrant de démence mixte (Alzheimer+vasculaire) (Ml) et 1 

personne atteinte de démence de type Alzheimer associée à des troubles parkinsoniens 

(Pl). 

A l'autopsie, l'hémisphère droit est congelé à -80°C pour l'étude biochimique, 

tandis que l'hémisphère gauche est fixé dans une solution contenant 10% de formol 

pour permettre les analyses neuropathologiques. Les aires de Brodmann 9, 22, 39 et 44 

sont plus spécifiquement analysées. 

III -2-Données neuropatholo~iques 

Les cerveaux de 4 patients atteints de la maladie d'Alzheimer sont les plus 

sérieusement touchés par les lésions de type neurofibrillaire et les dépôts de substance 

amyloïde (Tableau 1). En effet, l'examen neuropathologique montre des dépôts diffus, 

de très nombreuses plaques séniles ainsi que de l'angiopathie amyloïde. Seul le patient 

A9 ne démontre pas la présence d'angiopathie amyloïde dans le cerveau. 

Les 2 individus considérés comme des cas pré-cliniques de la maladie 

d'Alzheimer (Al-A2) montrent non seulement des dépôts amyloïdes dans le néocortex 

(Tableau 1) mais en plus de la DNF dans l'hippocampe, le gyrus para-hippocampique 

et le cortex temporal inférieur (aire 20). 

On constate que chez certains individus âgés, ne souffrant d'aucune démence 

(T5-T6), des dépôts amyloïdes peuvent être observés en abondance dans le néocortex et 

ce, en absence de NFTs (Tableau 1). 
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Une analyse biochimique de la substance amyloïde est effectuée dans les 4 aires 

données (aire 9, 22, 39, 44). Ce premier test permettra de confronter nos données avec 

les données neuropathologiques. 

111-3-0uantification du peptide AR par dot-blot 

ill-3-1-Analyse dans l'aire de Brodmann 22 

Une analyse par dot-blot des sumageants S14 OOOg "acide formique 100%" est 

effectuée. Une forte immunoréactivité pour le peptide AB est observée dans l'aire de 

Brodmann 22 chez les patients 'Alzheimer' (A8-A9: Figure 20). Par contre, les sujets 

témoins qui ne présentent pas de dépôts amyloïdes à l'examen neuropathologique, ne 

donnent aucun signal par dot-blot (Tl-T2: Figure 20). Nous constatons qu'aucun bruit 

de fond n'est obtenu en présence d'acide formique 100% déposé directement sur la 

membrane (Figure 20). Une faible immunoréactivité est observée chez l' individu dont 

le cerveau ne présente dans l'aire 22 que quelques dépôts arnyloïdes (A2: Figure 20). 

D'après ces premiers résultats, une corrélation semble exister entre les données 

neuropathologiques et biochimiques. 

L'étude est poursuivie à l'ensemble des 16 cas (l'aire de Brodmann 22 du 

patient T4 n'étant pas disponible). La quantification biochimique du peptide AB présent 

dans chacune des fractions est évaluée en pmoles de peptide AB1-42/mg de cortex. 

Puisque l'étude comporte un faible nombre de sujets (16 cas), le test statistique non 

paramétrique de Spearman est choisi pour comparer les données neuropathologiques et 

biochimiques. Une corrélation nette est observée dans l'aire 22 entre les 2 types de 

données (Figure 21). La quantité la plus importante de peptide AB est retrouvée chez le 

patient atteint de démence mixte (Alzheimer+ vasculaire). L'examen neuropathologique 

de ce patient montrait un cerveau complètement envahi par les dépôts amyloïdes 

(dépôts diffus, angiopathie amyloïde, plaques séniles). Ensuite, ce sont les patients 

'Alzheimer' qui sont les plus sérieusement touchés (Figure 21). Les 2 individus situés 
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aux stades pré-cliniques de la maladie d'Alzheimer démontrent une plus faible quantité 

de peptide AB1-42/mg de cortex (Figure 21). 

ID-3-2-Analyse dans les aires de Brodmann 9. 39 et 44 

L'étude est poursuivie sur les 3 autres aires néocorticales dans le but de 

confirmer l'existence d'une corrélation entre les deux différentes techniques. La 

quantification biochimique est corrélée avec le nombre de dépôts amyloïdes déterminés 

par examen neuropathologique dans les aires 22, mais aussi 9, 39 (Tableau 2). Des 

variations parfois importantes sont observées dans l'aire de Brodmann 44 (Tableau 2). 

Tableau 2: 

Aire analysée n rho p 

9 17 0,85 0,001 

22 16 0,85 0,001 

39 17 0,78 0,002 

44 17 0,70 0,005 

L'aire 44 étant très petite, il est difficile de la prélever lors de la dissection. Les 

échantillons pourraient dés lors être contaminés par de la substance blanche. Une 

quantité importante de constituants lipidiques se retrouvent dans le culot (Cl) et sont 

partiellement solubilisés en acide formique 100%. En dot-blot, une diminution 

importante de l'immunoréactivité est ainsi constatée, ce qui engendre des difficultés 

lors de la quantification biochimique du peptide AB. L'extraction de ces lipides par des 

solvants organiques a été volontairement évitée car cela aurait eu pour effet d'éliminer 

une quantité importante de peptide AB. Une méthode alternative est d'utiliser une 

homogénéisation du tissu avec une solution de Laemmli à 10%. 
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lli-3-3-Conclusion 

Nous disposons d'une méthode fiable pour la quantification du peptide AB 

agrégé puisqu'une bonne corrélation a été observée dans 3 des 4 aires analysées (aire 

22, 9, 39). L'aire 9 occupe une surface importante dans la région frontale du cerveau et 

ne pose pas de difficultés majeures lors de la dissection. De part sa situation 

topographique, son analyse permet de quantifier la substance amyloïde présente très 

fréquemment dans le pôle frontal. L'aire de Brodmann 39 est également une aire 

facilement repérable lors de la dissection. De plus, elle est située dans une région 

"carrefour" entre les lobes temporaux et occipitaux. L'analyse de ces deux aires permet 

donc d'évaluer la quantité de substance amyloïde présente dans le néocortex. Ces deux 

aires sont donc désormais retenues pour analyser biochimiquement la substance 

amyloïde dans le cerveau. 

111-4-0uantification biochimique du peptide AB et présence des 

différents types de dépôts amyloïdes 

La substance amyloïde qui s'accumule dans le cerveau se présente sous la forme 

de dépôts diffus, de plaques séniles compactes et de dépôts situés dans la paroi des 

vaisseaux (angiopathie amyloïde). Nous voudrions vérifier si la méthode de dot-blot 

permet de quantifier le peptide AB présent dans les dépôts diffus ou dans l'angiopathie 

amyloïde. 

Nous disposons d'une population totale de 79 individus (Tableau 8, matériels 

et méthodes). Toutefois, les données neuropathologiques des aires 9 et 39 ne sont 

disponibles que pour 44 d'entre-eux. C'est donc à partir de cette sous-population de 44 

individus que les études de corrélation neuropatho-biochimiques peuvent être réalisées. 
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W-4-1-Analyses biochimiques et neuropathologigues 

Ce groupe est composé de 10 patients 'Alzheimer' (A6-A15), 5 individus situés 

aux stades précliniques de la maladie d'Alzheimer (Al-A5), 25 sujets témoins ne 

souffrant d'aucune démence (Tl-T25) et 4 individus atteints de démence mixte 

(Alzheimer + vasculaire) ou vasculaire avec présence dans le cerveau de quantité 

importante d'angiopathie amyloïde (Ml-M4) (Tableau 8, matériels et méthodes). 

Les résultats obtenus précédemment sont confirmés puisqu'une corrélation est observée 

dans les aires de Brodmann 9 (R= 0,762; p=O,OOOl) et 39 (R= 0,655; p= 0,0001) entre 

les données biochimiques et neuropathologiques (Figure 22). Toutefois, nous 

constatons que certains sujets (ex:Ml et M4) montrent une quantité de peptide AB 

anormalement élevée par dot-blot (Figure 22). L'examen neuropathologique de ces 

individus ne nous donne qu'un indice semi-quantitatif des dépôts diffus et de 

l'angiopathie amyloïde dans le cerveau. Ainsi, pour vérifier une corrélation entre les 

deux méthodes de mesure, nous ne pouvons considérer que la quantité de dépôts 

amyloïdes sphériques/mm2 qui sont beaucoup plus facilement individualisables. li est 

donc possible qu'une quantité importante de dépôts diffus ou d'angiopathie amyloïde 

dans le cortex cérébral puisse provoquer une augmentation de la quantité de peptide AB 

déterminée par dot-blot. Nous nous proposons donc de vérifier si le peptide AB présent 

au sein des dépôts diffus ou des dépôts de la paroi des vaisseaux (angiopathie amyloïde) 

est détectée par dot-blot. 
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111-4-2-Détection du peptide AB dans l'ensemble des dépôts 

amyloïdes 

ID-4-2-1- Détection du peptide AB dans les dépôts diffus 

La présence de dépôts diffus dans le cerveau influe-t-elle sur la quantification 

biochimique du peptide AB? Les dépôts diffus amorphes sont retrouvés en quantité 

importante dans le cerveau de patients atteints de la maladie d'Alzheimer mais ils ne 

sont pas colorables au rouge Congo puisqu'ils ne présentent pas une structure en 

feuillets B-plissés. Bien que la région de prédilection de la substance amyloïde soit le 

néocortex, durant la maladie d'Alzheimer des dépôts exclusivement diffus peuvent être 

observés dans le cervelet. Une analyse biochimique du cervelet de patients 'Alzheimer' 

et de sujets témoins va donc permettre de déterminer si le peptide AB des dépôts diffus 

est effectivement dosable par notre test biochimique. 

Cette étude est menée à partir d'une douzaine d'individus comprenant 6 patients 

'Alzheimer' (Al, A9, A14, Al5, Al6, A29), 5 sujets témoins (T3, T8, T19, T20, T21) 

et 1 sujet atteint de démence vasculaire (M3). 

Aucune immunoréactivité pour le peptide AB n'est détectée dans le cervelet des 

sujets témoins (T8 et T24, Figure 23). Par contre, un signal intense est obtenu avec 

l'anti-AB8-17 dans le cervelet des deux patients 'Alzheimer' (A16 et A29) les plus 

sérieusement atteints (Figure 23). En effet, la quantité moyenne de peptide AB 

déterminée dans le néocortex (aire 9-aire 39) de ces deux individus a été estimée 

respectivement à 47 et 32 pmoles /mg de cortex. Un signal positif pour le peptide AB 

est obtenu également dans le cervelet des autres patients 'Alzheimer', excepté pour le 

patient (Al4) moins sévèrement atteint (15 pmoles de peptide AB/mg de cortex dans le 

néocortex) (Figure 23). Enfin, nous constatons que les patients atteints de démence 

vasculaire peuvent également présenter de la substance amyloïde dans le cervelet (M3, 

Figure 23). 
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En conclusion, la présence de substance amyloïde dans le cervelet semble être 

constatée chez les patients 'Alzheimer' les plus sévèrement touchés par l'amyloïdose. 

Toutefois, la maladie d'Alzheimer est hétérogène et il n'est pas exclu que cette 

observation ne soit valable que pour un sous-groupe de patients 'Alzheimer'. Ces 

résultats indiquent qu'il est possible de quantifier par dot-blot le peptide AB des dépôts 

diffus, non agrégé sous la forme de filaments amyloïdes. Ce type de dépôts pourrait 

donc être à l'origine de différences observées entre données neuropathologiques et 

biochimiques. 

Puisque le fragment P3 a été déterminé comme la forme AB majoritaire des 

dépôts diffus, nous avons également testé l'anticorps polyclonal anti-AB17-28 sur les 

préparations de cervelet. Le marquage obtenu avec cet anticorps n'a montré aucune 

différence avec celui de l'anti-ABs-17 (Dako) puisqu'un signal positif a été obtenu chez 

les mêmes individus. Le marquage obtenu avec l'anti-ABs-17 indique donc que les 

dépôts diffus du cervelet ne sont pas uniquement constitués que de fragments P3 (AB17-

42). 

ill-4-2-2-Détection du peptide AB dans les dépôts amyloïdes des 

vaisseaux cérébraux. 

Quatre des individus étudiés sont atteints soit de démence mixte, soit de 

démence vasculaire (Ml-M4: Tableau 8, matériels et méthodes). L'examen 

neuropathologique montre chez deux de ces patients une quantité importante 

d'angiopathie amyloïde dans le cerveau (Ml et M4). On constate que la quantité de 

peptide AB déterminée par dot-blot chez ces individus est anormalement élevée (figure 

22). La présence d'angiopathie amyloïde chez ces individus semble donc modifier le 

dosage biochimique du peptide AB. De plus, une meilleure corrélation entre les tests 

biochimiques et neuropathologiques est obtenue si l'on soustrait ces individus de 

l'étude puisque les coefficients de corrélation (R), correspondant aux aires 9 et 39, 

s'élèvent respectivement à 0,821 et 0,699. 
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En conclusion, le peptide AB agrégé dans la paroi des vaisseaux (angiopathie 

amyloïde) est également détecté par dot-blot. Ceci peut donc expliquer que, chez 

certaines personnes dont le cerveau présente une quantité importante d'angiopathie 

amyloïde, des variations peuvent être observées entre données neuropathologiques et 

quantification biochimique. 

ID-4-2-3-Conclusion 

La quantification biochimique reflette la quantité globale de peptide AB agrégé 

au sein des plaques séniles compactes, des dépôts situés dans la paroi des vaisseaux 

(angiopathie amyloïde) et des dépôts diffus préamyloïdes. Malgré cela, une corrélation 

nette existe entre les données biochimiques et neuropathologiques (nombre de dépôts 

amyloïdes/mm2). S'il est important de distinguer la quantité de peptide AB présente 

dans les plaques séniles de celle présente dans les vaisseaux, ce test ne pourra 

cependant pas s'appliquer aux démences vasculaires et aux démences mixtes. 

IV -ANALYSE QUANTITATIVE DU PEPTIDE AB 

L'hypothèse d'un rôle prépondérant de l'amyloïde est souvent avancé durant la 

maladie d'Alzheimer. Les mutations du gène de l' APP ne sont associées qu'aux formes 

familiales de la maladie d'Alzheimer puisqu'elles ne sont jamais observées dans la 

population normale. De plus, la neurotoxicité du peptide AB agrégé est un argument 

supplémentaire en faveur d'un rôle important de l'amyloïde dans l'étiopathogenèse des 

lésions de la maladie d'Alzheimer. Toutefois, les études menées in vitro montrent que 

la neurotoxicité du peptide AB dépend en grande partie de sa concentration. Or, les 

techniques neuropathologiques ne permettent pas d'estimer la quantité totale de peptide 

AB présent dans le cerveau d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. Les résultats 

sont donnés en nombre de dépôts amyloïdes/mm2 ou, si les techniques d'analyse sont 
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plus sophistiquées (analyse d'image couplée à un ordinateur) en pourcentage d'aire 

corticale envahie par la substance amyloïde. Ainsi, les difficultés à établir un bon 

modèle in vivo de la maladie d'Alzheimer proviennent peut-être d'une méconnaissance 

de la quantité de peptide AB susceptible de provoquer une neurodégénérescence. 

IV -1-Analyse comparative du contenu en peptide AB entre patients 

'Alzheimer' et sujets témoins 

La population étudiée se compose de 39 sujets témoins (82,02 ± 10,46 ans) et de 

30 patients atteints de la maladie d'Alzheimer (81,13.± 11,72 ans). Les sujets atteints de 

démence mixte ou vasculaire ainsi que ceux considérés comme stades précliniques de la 

maladie d'Alzheimer ont été volontairement évités. Les aires de Brodmann 9 et 39 sont 

analysées. La quantité moyenne de peptide AB par milligramme de cortex, dans les 

aires 9 et 39 de chaque sous-population (Alzheimer et témoins) est figurée dans le 

tableau 3. 

Tableau 3: Quantité moyenne de peptide AB lm&: de cortex chez les patients 

'Alzheimer' et les individus témoins 

Quantité d'AB pmoles /mg de AIRE9 AIRE39 

cortex 

'Alzheimer' (n=30) 61,53± 64,41 55,56± 57,56 

Témoins (n=39) 9,07± 13,39 4,97± 7,44 

Nous constatons qu'il existe d'importantes variabilités inter-individuelles dans 

chaque sous-population qui se vérifie par l'existence d'écart-types particulièrement 

importants (Tableau 3). Cependant, une augmentation significative de la quantité de 

peptide AB est observée dans les aires 9 et 39 du cerveau des patients 'Alzheimer' 

(p=0,0001) (Figure 24). Le groupe des patients 'Alzheimer' se distingue donc de celui 
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des sujets non déments présentant de la substance amyloïde dans le cerveau. Les 

données de la littérature qui se basent sur les méthodes neuropathologiques, indiquent 

qu'il n'existe pas de corrélation entre la démence et la quantité de substance amyloïde 

dans le cerveau. Nos résultats ne nous permettent pas de poser le diagnostic de la 

maladie d'Alzheimer mais ils montrent que la formation de la substance amyloïde est un 

processus majeur durant le développement de la maladie. 

IV -2-Détermination de la quantité de peptide AR dans un cerveau 

'Alzheimer' 

Durant nos travaux de recherche, de nombreuses régions corticales du cerveau 

ont été analysées, regroupant les pôles frontaux, pariétaux, temporaux et occipitaux. 

Nous avons ainsi pu constater que la distribution de la substance amyloïde dans le 

cerveau d'un patient 'Alzheimer' était relativement homogène. Nous pouvons donc 

évaluer la quantité globale de peptide AB agrégé dans un cerveau total de patient atteint 

de la maladie d'Alzheimer. Le volume de la substance grise a été estimé entre 230 et 

561 cm3 (1cm3 équivaut à 1 g de substance grise) en fonction de l'atrophie corticale 

plus ou moins sévère durant la maladie d'Alzheimer (Blinkov et Glezer, 1968). Ainsi, si 

l'on se base sur les données indiquées dans le tableau 3, la quantité de peptide AB 

agrégé dans le cerveau d'un patient 'Alzheimer' varierait de 13 Jlmoles (50 mg) à 34 

Jlmoles (155 mg). 

La quantification biochimique du peptide AB à partir d'homogénats de cortex 

cérébral a été réalisée par différentes équipes en utilisant des techniques diverses telles 

que le sandwich ELISA, le dot-blot ou le Western-blot (Frucht et Koo, 1993; Gravina et 

al., 1995; Saido et al., 1995). Récemment, une estimation de la quantité de peptide AB 

dans un cerveau de patient 'Alzheimer' a été proposée (Gravina et al., 1995). Selon cette 

procédure, le surnageant d'un homogénat de cortex cérébral en acide formique 70% est 

analysé par Sandwich ELISA avec des anticorps spécifiques des fragments AB4o et 

AB42· Chez les patients 'Alzheimer', les quantités maximales de peptide AB4o et AB42 
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(observées chez les patients présentant beaucoup d'angiopathie congophile) ont été 

évaluées respectivement à 14 et 5 pmoles/mg de cortex. Il semble donc que 

l'homogénéisation directe du cortex cérébral dans de l'acide formique ne permet pas de 

solubiliser efficacement la totalité du peptide AB agrégé. De plus, nous avons montré 

que la solubilisation du peptide AB en acide formique 70% n'est que partielle et que la 

quantification nécessite alors l'utilisation d'acide formique 100%. Enfm les anticorps 

utilisés sont dirigés contre les peptides AB4o et AB42· Or ces peptides ne sont pas les 

seul fragments AB présents au sein des dépôts amyloïdes (Miller et al., 1993). La 

méthode développée au laboratoire permet probablement de solubiliser la majorité du 

peptide AB agrégé et donc d'estimer le plus fidèlement possible la quantité de peptide 

AB présent au sein des dépôts amyloïdes. 

IV -3-0uantité de peptide A8 en fonction des facteurs de risque de la 

maladie d'Alzheimer 

La méthode biochimique de dot-blot permet d'estimer la quantité globale de 

peptide AB présent dans un cerveau total de patient atteint de la maladie d'Alzheimer. 

Toutefois, des variations parfois importantes de la quantité de peptide AB peuvent être 

constatées puique nous avons estimé ces quantités dans un cerveau total entre 50 et 155 

mg de peptide AB. Nous recherchons donc les facteurs de risque de la maladie 

d'Alzheimer susceptibles d'influer sur la quantité de peptide AB. 

IV-3-1-Influence de I'âie et du sexe sur la quantité de peptide AB 

L'âge est le facteur de risque le plus clairement établi de la maladie 

d'Alzheimer. Selon certains auteurs, le sexe serait également un autre facteur de risque 

puisque la maladie d'Alzheimer serait plus fréquente chez les femmes même en tenant 

compte de leur durée de vie plus importante. Différents tests statistiques sont effectués 

à partir des données biochimiques (quantité de peptide AB /mg de cortex) obtenues dans 
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les aires de Brodmann 9 et 39 de la population de 69 individus (30 patients 'Alzheimer 

et 39 sujets témoins). 

-Un test de simple régression linéaire est réalisé afin d'étudier l'influence de 

l'âge sur la quantité de peptide AB. 

-La population totale comprend 46 personnes du sexe féminin et 23 personnes 

du sexe masculin. L'influence éventuelle du sexe de l'individu est étudiée par le test de 

Mann-Whitney. 

Nous n'observons pas d'augmentation significative de la quantité de peptide AB 

en fonction du sexe de l'individu (Tableau 4). En effet, les risques (p) indiqués dans le 

tableau 4 sont très élevés pour chaque sous-population, et ce dans les aires 9 et 39. De 

même, aucune influence de l'âge sur la présence de peptide AB dans le cerveau n'a été 

constatée chez les patients 'Alzheimer' (Tableau 4 et Figure 25). Par contre, malgré 

des résultats non significatifs (p=0,079 et p= 0,141), une légère tendance à 

l'augmentation serait observée dans l'aire 9, chez les individus témoins en fonction de 

l'âge (Tableau 4 et Figure 25). 

Tableau 4: Les facteurs de risque de la maladie d'Alzheimer 

POPULATION AGE SEXE AIRE 

ÉTUDIÉE ANALYSÉE 

Population totale p=0,558 p=0,528 

(n=69) 

'Alzheimer' (n=30) p=0,635 p=0,791 AIRE9 

Témoins (n=39) p=0,079 p=0,461 

Population totale p=0,819 p=0,645 

(n=69) 

'Alzheimer' (n=30) p=0,785 p=0,403 AIRE39 

Témoins (n=39) p=0,141 p=0,893 
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IV-3-2-L'influence du génotype de l' Apo E sur la quantité d'AB 

L'allèle e4 de l' Apo E, un autre facteur de risque de la maladie d'Alzheimer, 

pourrait également avoir une influence sur l'accumulation de peptide AB dans le 

cerveau. En effet, il a été démontré que la fréquence de l'allèle e4 augmente de façon 

très significative chez les patients atteints de maladies d'Alzheimer familiales et 

sporadiques à début tardif mais aussi précoces (pour revue voir Chartier-Barlin et 

Pérez-Tur, 1995). Il semblerait qu'une augmentation du nombre de dépôts amyloïdes 

soit observée chez les patients 'Alzheimer' et les sujets témoins porteurs de l'allèle e4 

(Schmechel et al., 1993; Berr et al., 1994). Une augmentation significative de la 

quantité de peptide AB a été retrouvée dans le cerveau des patients 'Alzheimer' 

(p=0,0001) (Figure 24). Il est donc intéressant de vérifier si un lien existe entre cette 

augmentation et la fréquence de l'allèle E4 dans la population 'Alzheimer'. 
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Le génotype de l'Apo E a été déterminé à partir des homogénats totaux de cortex 

cérébral des 69 individus de la population. Les fréquences allèliques et l'âge moyen des 

sous populations 'Alzheimer' et témoins sont indiquées dans le tableau 5: 

Tableau 5: 

Populations Fréquence Allélique 
A 

Age moyen 

Alzheimer (n=30) e2: 6,7%; e3: 66,7%; e4: 26,7% 81,13 ± 11,72 ans 

témoins (n=39) e2: 6,4%; e3: 79,5%; e4: 14,1% 82,02 ± 10,46 ans 

Le pourcentage élevé d'allèle e4 (26,7%) est caractéristique d'une population de 

sujets atteints de maladie d'Alzheimer à début tardif. Par contre, la fréquence de l'allèle 

e2 dans cette population est anormalement élevée (6,7%) en comparaison avec les 

données de la littérature. Il faut noter cependant que parmi les 4 patients 'Alzheimer' 

qui présentent un allèle e2, trois d'entre-eux sont génotypés e2e4. 

::lnflu.e.nc:t:.du.géno.typ.e..de..l.'Apo .. E..s.ur..la . .rJur.wtité..de.p.t:p.tide.AJ3. 

Dans la population 'Alzheimer', aucune différence significative de la quantité de 

peptide AB n'est observée entre patients porteurs de l'allèle e4 (E4+) et ceux non 

porteurs de l'allèle e4 (E4-) (Figure 26). Pourtant, si l'on considère la population totale 

(population 'Alzheimer' + population témoins), une augmentation significative de la 

quantité de peptide AB déterminée dans l'aire 9 est constatée chez les individus E4+ 

(p=0,04) (Figure 26). Ceci résulte cependant du nombre important de sujets témoins 

non porteurs de l'allèle e4 (E4-) dont le cerveau ne présente pas d'amyloïde. 
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IV -3-3-Conclusion 

Si une accumulation de peptide AB agrégé est observée dans le cerveau de 

personnes âgées non démentes, elle n'est pas comparable à l'amyloïdose cérébrale 

constatée durant la maladie d'Alzheimer. En effet, une quantité de peptide AB 

signigicativement plus élevée a été démontrée chez les patients 'Alzheimer' 

comparativement aux sujets témoins. Cependant, l'amyloïdose observée chez les 

patients 'Alzheimer' n'est ni liée au génotype de l'Apo E, ni à l'âge ou au sexe de 

l'individu. Une analyse qualitative de la substance amyloïde pourrait peut-être permettre 

l'identification d'un ou plusieurs constituants suceptibles de favoriser l'accumulation 

du peptide AB durant la maladie d'Alzheimer. 

V -ANALYSE QUALITATIVE DE LA SUBSTANCE AMYLOÏDE 

Des fragments du peptide AB, tronqués du coté N et/ou C-terminal sont 

retrouvés au sein des dépôts amyloïdes (Roher et al., 1993 a,b,c; Miller et al., 1993; 

Mak et al., 1994). Le clivage de l' APP au niveau des sites de l'a, de la B et de la y 

sécrétase est vraisemblablement à l'origine de certains de ces fragments. Les mutations 

des codons 670/671 (situées près du site de la B sécrétase) interviennent sur la sécrétion 

du peptide AB (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993), tandis que la mutation du codon 

717 favoriserait la formation de peptide ABl-42 au dépend de l' AB1-40 (Suzuki et al., 

1994a; Liepnieks et al., 1993, Iwatsubo et al., 1994; Tamaoka et al., 1994). Le clivage 

par la B sécrétase provoque la formation du fragment P3 (AB17-42) qui serait la forme 

majoritaire des dépôts diffus (Gowing et al., 1994). 

Par ailleurs, certains constituants des dépôts amyloïdes tels que l'Apo E, l'al­

antichymotrypsine, et les protéoglycannes pourraient favoriser l'accumulation du 

peptide AB au sein des dépôts amyloïdes. 
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Une analyse qualitative de la substance amyloïde est donc entreprise non 

seulement pour identifier les cofacteurs de l'amyloïdogenèse, mais également afin de 

rechercher par dot-blot l'existence de fragments AB modifiés. 

V -1-Etude des fragments du peptide A6 

La quantification du peptide AB par dot-blot est réalisée avec l'anticorps 

monoclonal anti-AB8-17 (Da.ko). Cet anticorps réagit contre le peptide AB1-42 (Bachem) 

mais ne donne aucun signal contre le peptide AB1-28 (Bachem) (Figure 15). Une étude 

est donc réalisée avec l'anticorps polyclonal anti-AB17-28 développé au laboratoire qui 

détecte en dot-blot le peptide AB1-28 (Bachem). 

V-l-I-Analyse par dot-blot 

Des préparations de substance amyloïde provenant de patients 'Alzheimer' et de 

sujets témoins sont déposées en dot-blot. Les membranes sont incubées en présence de 

l'anticorps monoclonal anti-AB8-17 (Da.ko) ou du polyclonal anti-AB17-28· Chez les 

patients 'Alzheimer', le signal le plus intense est généralement observé avec l'anticorps 

monoclonal anti-AB8-17 (Da.ko) (A25 et A27, Figure 27A). Toutefois, chez certains 

patients, la présence du peptide AB est plutôt détectée avec l'anticorps polyclonal anti­

ABn-28 (A19 et A30, Figure 27B). Afin de mieux caractériser l'anticorps polyclonal 

anti-AB17-28· une analyse par électrophorèse (Tris-Tricine) est réalisée. 

V -1-2-Analyse par immunoempreintes 

Une préparation de substance amyloïde de patient 'Alzheimer' en solution de 

Laemmli (urée 6M) est déposée sur un gel de polyacrylamide. Après transfert, une 

partie de la membrane est incubée en présence de l'anticorps polyclonal anti-AB17-28 ou 

de l'anticorps monoclonal anti-AB8-17· Généralement, l'analyse par immunoempreintes 
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de préparations de substance amyloïde de patient 'Alzheimer', avec l'anticorps 

monoclonal anti-ABS-17 (Dako), montre l'existence d'une bande unique située à 4 kDa 

(Figure 19B). Toutefois, dans certaines préparations, deux bandes situées à 4 kDa et 6-

6,5 kDa sont parfois observées (Figure 28). Nous constatons dans ce cas que le 

marquage obtenu avec les anticorps anti-ABS-17 et anti-AB17-28 est identique. En effet, 

des constituants insolubles identifiés par une "trainée" dans les hauts poids moléculaires 

sont immunomarqués par les deux anticorps. Dans la région des bas poids moléculaires, 

la bande située à 4 kDa correspond au peptide AB entier. La bande située aux alentours 

de 6-6,5 kDa pourrait correspondre à un complexe de différents fragments de peptide 

AB ou à un fragment amyloïdogénique co-purifié avec le peptide AB au sein de la 

substance amyloïde. 

V -1-3-Conclusion 

Nous n'avons pas réussi à distinguer les anticorps anti-ABs-17 et anti-AB17-28 

par immunoempreintes. En dot-blot, la différence de marquage observée chez certains 

patients 'Alzheimer' entre ces 2 anticorps, résulterait plutôt d'une question de 

conformation du peptide AB et de présentation d'épitope sur la membrane de dot-blot. 

Il semblerait que les dépôts diffus contiennent préférentiellement du peptide 

AB42 tandis que le peptide AB4o serait plutôt retrouvé dans les dépôts de la paroi des 

vaisseaux (angiopathie amyloïde) (Mak et al., 1994; Yang et al., 1994). Ainsi, 

l'utilisation d'anticorps spécifiques de ces peptides nous permettrait peut-être 

d'identifier les patients dont le cerveau est envahi par les dépôts diffus ou par 

l'angiopathie amyloïde. 
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V -2-Les constituants de la substance amyloïde 

Certains constituants des dépôts amyloïdes (l'a1-antichymotrypsine, 

l'apolipoprotéine E, les protéoglycannes), participeraient directement à la formation des 

fibres insolubles de peptide AB (Wisniewski et Frangione, 1992; Ma et al., 1994; Snow 

et al., 1994 a, b). Si tel est le cas, ils devraient être copurifiés avec le peptide AB dans la 

préparation de substance amyloïde. 

V-2-1-0utils immunologiques 

Différents anticorps dirigés contre des constituants des dépôts amyloïdes comme 

les protéoglycannes, l'apolipoprotéine E, l'al-antichymotrypsine et le composé P 

amyloïde ont été testés. 

Deux anticorps anti-Apo E sont utilisés pour cette étude. Un anticorps 

monoclonal anti-Apo E (E0-1), utilisé à la dilution de 111000, dirigé contre la partie 

globulaire amino-terminale de l'Apo E et un sérum polyclonal anti-Apo E, utilisé à la 

dilution de 112000 et qui est dirigé contre l'ensemble de la molécule. Ces anticorps 

détectent indifféremment les isoformes E2, E3 et E4 de l' Apo E. L'anticorps anti­

protéoglycannes (7E12), utilisé au 1/10, est dirigé contre la partie protéique des 

protéoglycannes de type héparane sulfate (HSPG). Les anticorps anti <X1-

antichymotrypsine (alCT), composé P amyloïde, et transthyrétine sont des anticorps 

polyclonaux utilisés au 1/200. L'anticorps anti-ABs-17 est utilisé comme témoin positif. 

V-2-2-Recherche des constituants de la substance amyloïde 

Nous décidons dans un premier temps de tester ces anticorps sur deux 

préparations de substance amyloïde provenant de l'aire 9 du cerveau d'un patient 

'Alzheimer' (A29) et d'un sujet témoin de 45 ans exempt de substance amyloïde. Ces 

deux préparations sont déposées en alternance sur une membrane d'immobilon P. 
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Outre la présence du peptide AB, on observe chez le patient 'Alzheimer' la 

présence d'Apo E et de protéoglycannes (Figure 29 A). Une forte immunoréactivité 

pour l'Apo E est constatée avec l'anticorps monoclonal E0-1 et le sérum polyclonal 

anti-Apo E. Un signal nettement plus faible est constaté avec l'anticorps anti­

protéoglycannes (7El2). L'immunoréactivité pour ces 2 constituants est spécifique 

puisqu'elle n'est pas observée chez le sujet témoin (Figure 29 A). Par contre un 

marquage avec les anticorps dirigés contre l'alCT, le composé P amyloïde et la 

transthyrétine est observé indifféremment chez le patient 'Alzheimer' et le sujet témoin 

(Figure 29 B). Nous ne pouvons donc conclure sur la présence de ces derniers éléments 

dans la préparation de substance amyloïde. Ce résultat négatif pourrait tout d'abord 

s'expliquer par une sensibilité des anticorps vis à vis des conditions particulières de 

dot-blot. Par ailleurs, le traitement en acide formique 100% provoquerait une 

formylation des résidus Sers et Ser26 du peptide AB (Klunk et al., 1994). Il est probable 

que le peptide AB ne soit pas le seul élément à subir une telle modification qui pourrait 

donc intervenir sur la conformation de ces constituants et expliquer l'absence de signal 

significatif obtenu en dot-blot avec les anticorps anti-alCT, composé P amyloïde ou 

transthyrétine. Une solubilisation de ces derniers éléments en tampon de Laemmli (SDS 

5%) pourrait également expliquer leur absence dans le culot (Cl). Enfin, si la 

thranthyrétine possède une très forte affinité pour le peptide AB (Scharzman et al., 

1994), l'absence de signal significatif n'est pas étonnante puisque cette protéine serait 

plutôt impliquée dans l'élimination du peptide AB et non dans son accumulation 

(Golabek et al., 1995). 

L'immunoréactivité obtenue avec l'anticorps E0-1 et le sérum polyclonal anti­

Apo E suggère l'existence d'une interaction entre l'Apo E et le peptide AB. Nous 

décidons donc de réaliser une analyse de l'Apo E dans la substance amyloïde à partir de 

la population que nous disposons. 
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V -3-Etude de l' Apo E sur une population plus importante 

De nombreux éléments indiquent que l'Apo E et le peptide AB sont étroitement 

liés au sein des dépôts amyloïdes. Une analyse par immunohistochimie est réalisée dans 

le but de vérifier si le peptide AB et l'Apo E sont colocalisés au sein des mêmes dépôts 

amyloïdes. 

V-3-1-Détection de I'apolipoprotéine Epar immunohistochirnie 

Sur une coupe de cortex de patient atteint de la maladie d'Alzheimer, les dépôts 

de substance amyloïde sont détectés en utilisant l'anticorps monoclonal E0-1 ainsi que 

le sérum polyclonal anti-Apo E. Un double marquage des dépôts amyloïdes est réalisé 

en combinant l'action de l'anticorps monoclonal anti-ABs-17 et de l'anticorps 

polyclonal anti-Apo E (Figure 30). On constate que l'anticorps anti-ABs-17 et le sérum 

polyclonal anti-Apo E révèlent les mêmes dépôts amyloïdes. Toutefois, un marquage 

légèrement différent entre les deux anticorps semble indiquer que la colocalisation de 

l'Apo E et du peptide AB n'est pas totale au sein de ces dépôts. 

Une étude par dot-blot nous permettrait peut-être de confirmer qu'il existe bel et 

bien une association entre le peptide AB et l' Apo Eau sein de la substance amyloïde. 

V-3-2-Etude de l'apolipoprotéine Epar dot-blot 

L'analyse de l'Apo E est réalisée à partir d'une population de 23 patients 

'Alzheimer' et de 28 sujets témoins. Les préparations de substance amyloïde (aire 39) 

sont déposées en dot-blot et les membranes sont incubées en présence de l'anticorps 

monoclonal (E0-1) ou du polyclonal anti-Apo E. La présence de l' Apo E est détectée 

essentiellement chez les patients 'Alzheimer' atteints d'une amyloïdose sévère (A25 et 

A33, Figure 31 A). Aucun signal n'est observé (avec les deux anticorps anti-Apo E) 

chez les sujets témoins et les patients 'Alzheimer' les moins sérieusement touchés 
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(A12, A18, T15, T26 et T27, Figure 31 A). Cependant, certains patients 'Alzheimer' 

se distinguent puisqu'une immunoréactivité pour l' Apo E n'est observée uniquement 

qu'avec l'anticorps polyclonal anti-Apo E (A29, Figure 31 B). 

L'Apo E n'est jamais retrouvée dans la préparation (Cl) de sujets témoins. TI ne 

s'agit donc pas d'une "contamination" ou d'un marquage non spécifique. De plus, les 

conditions de purification de la substance amyloïde sont particulièrement drastiques. 

Ainsi, la détection de l' Apo E par la méthode de dot-blot laisse suggérer qu'une 

association existe entre l' Apo E et le peptide AB au sein des dépôts amyloïdes. 

Nous constatons que sur la population de 23 patients 'Alzheimer', 15 seulement 

présentent une immunoréactivité pour l'Apo E. Ceci suggère donc que le rôle de l' Apo 

E dans l'amyloïdogenèse ne se constate pas chez tous les patients 'Alzheimer'. Dans la 

sous-population de patients (Apo E+), 93,4% donnent un signal positif avec l'anti-Apo 

E polyclonal (14115), pour seulement 46, 6% (7115) avec l'anticorps monoclonal E0-1 

(Figure 32). 

FIGURE32 

Répartition des 15 patients 'Alzheimer' qui présentent un signal "Apo E positif'' 

dans l'aire 39, en fonction de l'anticorps utilisé. 

6,6% 

53,4% 

40% 

IIJ E0-1 

E E0-1 + Apo E polyclonal 

Il Apo E polyclonal 

Un signal Apo E est enregistré avec l'anticorps anti-Apo E polyclonal (dirigé 

contre l'ensemble de la molécule) (Figure 31 B) et avec l'anticorps monoclonal (dirigé 
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contre la région N-terminale de l' Apo E). Or selon certains auteurs, un fragment C­

terminal de l' Apo E [216-299] serait essentiellement retrouvé dans les dépôts amyloïdes 

(Wisniewski et al., 1995). Nos résultats montrent qu'un signal positif avec un anticorps 

dirigé contre la partie N-terminale de l' Apo E (E0-1) peut être obtenu chez 46,6% des 

cas (7115). Dans 53,4% des cas (8/15), seule l'utilisation de l'anticorps polyclonal 

permet de révéler la présence de l' Apo E. Ceci suggère donc l'existence de fragments 

d' Apo E de natures düférentes au sein des dépôts amyloïdes. Ainsi, un anticorps dirigé 

contre la partie C-terminale de l' Apo E s'avèrerait très utile pour mettre en évidence la 

présence de nouveaux types de fragments Apo E au sein de la substance amyloïde. 

V-3-3-lnfluence du ~:énotype sur la quantité d' Apo E 

D'une part, une forte immunoréactivité pour l' Apo E est détectée chez 2 patients 

'Alzheimer' génotypés e3e4 et e4e4 (A25 et A33, Figure 31 B). D'autre part, le signal 

le plus intense est observé chez le patient génotypé e4e4 (A25, Figure 31 B). Ces 2 

événements suggèrent l'existence d'une corrélation entre l'allèle e4 et la présence de 

l'isoforme E4 de l' Apo Eau sein des dépôts amyloïdes. ll semble donc intéressant de 

vérifier dans notre population si une augmentation significative de la quantité d' Apo E 

est observée chez les individus porteurs de l'allèle e4 (E4+ ). 

L' Apo E est quantifiée dans chaque échantillon selon la procédure décrite pour 

la quantification du peptide AB. Une préparation de substance amyloïde de patient 

'Alzheimer' est utilisée comme standard de quantité d' Apo E (Unité Arbitraire). 

La détection de l' Apo E n'est observée de manière significative que dans la population 

'Alzheimer' (n=23). Nous recherchons donc dans cette population l'influence du 

génotype sur la quantité d' Apo E déterminée par dot-blot dans l'aire 39. Une 

comparaison de la quantité d' Apo E est effectuée entre les patients E4+ (n=12) et les 

patients E4- (n=11). Pour la quantification de l'Apo E, l'anticorps monoclonal (E0-1) et 

le polyclonal sont utilisés. En général, un signal plus intense chez les patients E4+ et 

E4- est constaté avec l'anticorps polyclonal anti-Apo E (Figure 33). Une augmentation 
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de la quantité d' Apo E semble être observée chez les patients E4+ (Figure 33). Nous 

avons donc établi le rapport "Quantité d' Apo E/Quantité de peptide AB" pour chacun 

des 23 patients 'Alzheimer'. Ces rapports tiennent compte de la quantité d' Apo E 

estimée avec l'anticorps monoclonal E0-1 mais également avec le sérum polyclonal 

anti-Apo E (Figure 34). Une augmentation très nette de ce rapport est observée chez les 

patients 'Alzheimer' E4+ (Figure 34). Cependant, 4 patients 'Alzheimer' porteurs de 

l'allèle E4 (E4+ ), ne montrent pas de signal "A po E positif' par dot-blot (Figure 34). 

L'augmentation du rapport "Apo El AB" que nous observons chez les patients (E4+) 

n'est donc pas significative sur le plan statistique. La population étudiée dénombre 3 

individus génotypés E2E4 (2, 3, et 12, Figure 34). Nous constatons que le rapport 

"quantité d' Apo E/ quantité de peptide AB" peut être soit très faible (2 et 3, Figure 34) 

soit très élevé (12, Figure 34) chez ces individus. Ceci pourrait s'expliquer par les 

influences soit neuroprotectrices de l'allèle E2 soit néfastes de l'allèle E4 qui 

prédominent selon les personnes génotypées E2E4. Il en résulte que la présence de ces 

sujets dans la population (E4+) pourrait produire un biais non négligeable dans l'étude. 

Par ailleurs, certains patients 'Alzheimer' génotypés E3E4 (A27, A30, A31, A32 

Tableau 8, matériels et méthodes) ne présentent qu'une faible quantité de substance 

amyloïde déterminée par dot-blot. Par conséquent, l'absence d'A po E chez ces 

individus n'est pas étonnante. 

En conclusion, il semblerait donc qu'une hausse de la quantité d' Apo E dans la 

substance amyloïde puissent être observée chez les patients 'Alzheimer' E4+. Si une 

liaison existe entre l' Apo E et le peptide AB dans notre population, une corrélation entre 

la quantité d' Apo E et celle du peptide AB doit être mise en évidence. 

V-3-4-Corrélation entre quantité d' Apo E et de peptide AB 

Une comparaison est effectuée entre les quantités de peptide AB et d' Apo E 

(déterminée avec l'anticorps monoclonal E0-1 et le polyclonal anti-Apo E) présentes 

dans le cerveau des 23 patients 'Alzheimer' (aire 39) (Tableau 6). 
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Tableau 6: corrélation entre les quantités de peptide A8 et d'Apo E 

ANTICORPS ANTI-APO E 

Populations E0-1 Polyclonal 

'Alzheimer' (n=23) p=0,012 p=0,035 

'Alzheimer' E4+ (n=12) p=0,25 p=0,0083 

'Alzheimer' E4· (n=ll) p=0,0002 p=0,0009 

Une corrélation entre les quantités de peptide AB et d'Apo E déterminée par l'anticorps 

polyclonal anti-Apo E, est obtenue chez les patients 'Alzheimer' E4+ et E4- (Tableau 

6). De façon surprenante, nous constatons que les meilleurs indices de corrélation entre 

quantité d'Apo E et de peptide AB sont obtenus chez les patients (E4-) avec des valeurs 

de (p) égales à 0,0002 et 0,0009, respectivement pour les anticorps E0-1 et anti-Apo E 

polyclonal (Tableau 6). 

V-3-5-Conclusion 

Des études ont démontré que la liaison entre l'Apo E et le peptide AB était 

isoforme-spécifique et qu'elle se produisait plus facilement avec l'isoforme E4 de l'Apo 

E (Strittmatter et al., 1993b; Sanan et al., 1994; Ma et al., 1994; Castano et al., 1995). 

Cependant, des études plus récentes indiqueraient que l' Apo E3 se lierait plus 

facilement au peptide AB que l' Apo E4, et que cette isoforme interviendrait non pas 

dans l'agrégation mais dans l'élimination du peptide amyloïde (Ladu et al., 1994; 

1995). 
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Nos résultats suggèrent un rôle de l'Apo E dans la formation des dépôts 

amyloïdes. L'analyse en immunohistochimie indique une co localisation de l' Apo E et 

du peptide AB au sein des mêmes types de dépôts. Une augmentation significative de la 

quantité de peptide AB corrélée à celle de l' Apo E est mise en évidence dans la 

population 'Alzheimer'. De plus une augmentation significative de l'allèle e4 est 

rencontrée dans cette population. Cependant, aucune augmentation significative de la 

quantité de peptide AB et d' Apo E n'est observée chez les patients 'Alzheimer' porteurs 

de l'allèle e4 (E4+). TI conviendrait donc d'essayer d'autres anticorps dirigés contre des 

régions différentes afin de détecter l'ensemble des fragments N- et C-terminaux de 

l' Apo E susceptibles de se retrouver dans les dépôts amyloïdes. 

L'Apo E n'est peut-être qu'un facteur de risque pour une sous-population donnée 

de patients 'Alzheimer'. Les récentes découvertes des mutations sur les gènes PSI et 

PS2 confirment l'hétérogénéité de la maladie d'Alzheimer. Ainsi, la formation des 

dépôts amyloïdes ne résulterait pas de l'action d'un, mais de plusieurs co-facteurs dont 

certains restent encore à découvrir. 

VI-ANALYSE DE LA SUBSTANCE AMYLOÏDE DURANT LE 

SYNDROME DE DOWN 

VI-l-Introduction 

La méthode de dot-blot développée au laboratoire permet de quantifier le 

peptide AB agrégé dans les plaques séniles compactes, les dépôts diffus, et 

l'angiopathie amyloïde. La trisomie 21 (Syndrome de Down) a été proposée comme un 

modèle de la maladie d'Alzheimer (Mann et Esiri, 1989). En effet, dés l'âge de 20 ans, 

les individus trisomiques montrent dans le cerveau de la substance amyloïde sous la 

forme de dépôts diffus. Avec l'âge, ces individus développent de plus en plus de dépôts 

sous la forme de plaques neuritiques matures. Ainsi, l'ensemble des dépôts amyloïdes 
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est représenté dans le cerveau des individus trisomiques. Durant la trisomie 21, la 

nature biochimique du peptide AB qui s'accumule dans les dépôts amyloïdes est 

également connue. Le peptide AB42 s'accumulerait en majorité dans les dépôts diffus 

tandis que le peptide AB4o serait observé dans les stades plus tardifs avec une 

accumulation dans les plaques neuritiques et dans les dépôts amyloïdes des vaisseaux 

cérébraux. Une corrélation a donc été démontrée entre la quantité de dépôts amyloïdes 

(AB4o+) et l'âge de l'individu (Mann et al., 1995). Pour notre part, une étude de la 

quantité de peptide AB dans le cerveau de patients trisomiques de différents âges a été 

réalisée. 

VI-2-Etude sur une série de 9 cas de trisomie 21 

VI-2-1-Description de la population 

Par le biais d'une collaboration avec le Docteur David Mann de l'université de 

Manchester, nous avons bénéficié de prélèvements de cortex cérébral (aire 9) de 9 cas 

de trisomiques (56,61 ± 9,82 ans). Les données neuropathologiques de ces individus ont 

également été fournies: la présence de substance amyloïde (% d'aire corticale) dans le 

pôle frontal a été quantifiée par immunohistochimie avec les anticorps BA27 et BC05 

(anti-AB42) (Tableau 7). L'anticorps monoclonal BA27 reconnait spécifiquement le 

peptide AB4o. tandis que l'anticorps monoclonal BC05 reconnait spécifiquement le 

peptide AB42· Une quantification du peptide AB par dot-blot, avec l'anticorps anti-ABg_ 

17 (Dalco ), est réalisée toujours selon la même procédure. Les différentes données sont 

indiquées dans le tableau 7 ci-dessous. 
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Tableau 7: 

BIOCHIMIE NEUROPATHOLOGIE 

(% aire totale) 

No AGES SEXE AB (pmoles/mg A640 A642 

de cortex) 

1 37 F 21 0,4 9,2 

2 50 M 10 0,5 5,4 

3 56 M 64 4,7 9,3 

4 58 M 44 1,7 7,8 

5 58 M 21 1,1 7,8 

6 61 F 42 1,4 7,0 

7 61 F 33 1,1 7,1 

8 65 M 30 2,3 5,0 

9 71 M 51 1,9 7,2 

Nous constatons que le peptide AB42 est retrouvé en majorité dans le cortex 

cérébral puisque la surface occupée par les dépôts amyloïdes marqués par l'anticorps 

BC05 (AB42+) est nettement plus importante que celle occupée par les dépôts 

amyloïdes (AB4o+) (Tableau 7). Aucune corrélation n'est observée entre l'âge de 

l'individu et la quantité de peptide AB déterminée par dot-blot (Tableau 7). Une étude 

comparative de la quantité de peptide AB et des données neuropathologiques nous 

permettrait de caractériser notre méthode de dot-blot sur le plan qualitatif. 

VI-2-2-Corrélation entre quantité de peptide AB et de dépôts 

amyloïdes AB40+ 

Aucune corrélation n'est constatée entre les données biochimiques (ABI-42 

pmoles/mg de cortex) et le nombre de dépôts amyloïdes (%aire corticale) détecté par 
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l'anticorps BC05 (AB42+). La quantification biochimique du peptide AB par dot-blot 

semble plutôt refléter le nombre de dépôts amyloïdes (AB40+). Une corrélation est en 

effet observée entre ces 2 types de données (Figure 35). 

FIGURE35 

Corrélation entre la quantité de peptide A8 (pmoles /mg de cortex) et le % d'aire 

corticale envahie par les dépôts amyloïdes (A840+) 
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Ces résultats constituent cependant des données préliminaires et une étude sur 

un plus grand nombre de cas s'avèrerait indispensable pour les confirmer. Nous ne 

pouvons pas comparer ces deux données puisque les sondes monoclonales utilisées sont 

différentes dans les 2 cas. Il conviendrait donc plutôt de tester des anticorps spécifiques 

des peptides AB40 et AB42 par dot-blot, ce qui de plus nous permettrait de connaître la 

quantité respective de ces 2 espèces dans la préparation de substance amyloïde. 
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CONCLUSION 



CONCLUSION 

L'accumulation dans le cortex cérébral de peptide AB agrégé sous la forme de 

dépôts amyloïdes est une des caractéristiques neuropathologiques de la maladie 

d'Alzheimer. Cependant, ces dépôts amyloïdes sont observés également, quoique de 

façon moins sévère, durant le vieillisement cérébral "normal". L'analyse biochimique 

du peptide AB est difficile du fait de son insolubilité vis à vis des détergents classiques. 

Nous avons donc mis au point une technique biochimique permettant d'extraire de 

façon quantitative le peptide AB agrégé à partir d'homogénats de cerveau de patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer et de sujets non déments. 

Ce protocole volontairement simplifié (pour limiter au maximum les pertes de 

matériel) nous a donc permis d'envisager la quantification biochimique par dot-blot du 

peptide AB solubilisé en acide formique 100%. Le choix de l'anticorps s'est avéré 

prépondérant. En effet, nous avons été confrontés à des problèmes de conformation de 

peptide sur la membrane de dot-blot. Ceci nous a amené à choisir l'anticorps 

monoclonal anti-ABs-17 (Dako) qui détecte par dot-blot une quantité de 10 pmoles de 

peptide ABt-42 synthétique dilué en acide formique 100%. Par ailleurs, un anticorps 

polyclonal anti-ABt7-28 a également été élaboré pour nous permettre de détecter des 

fragments AB tronqués du coté N-terminal tel que le fragment P3. 

Par le biais d'une collaboration avec le Dr David et le Pr Di Menza de l'hôpital 

de Limeil Brevannes, nous avons pu disposer d'une série de 44 cerveaux de sujets âgés 

définis sur le plan neuropathologique (nombre de dépôts arnyloïdes/ mm2, angiopathie 

amyloïde, dépôts diffus). Une quantification du peptide AB par dot-blot a donc été 

réalisée dans les pôles frontaux et pariétaux (aires de Brodmann 9 et 39) des cerveaux 

de ces individus. Nous avons obtenu une bonne corrélation entre les données 

neuropathologiques (nombre de dépôts amyloïdes/ mm2) et la quantité de peptide AB 

déterminée par dot-blot (pmoles de peptide ABt-42/mg de cortex). Nous avons par 

ailleurs constaté que la quantification biochimique du peptide AB permettait non 
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seulement d'estimer la quantité de peptide AB agrégé dans les dépôts amyloïdes 

compacts, mais également dans les dépôts diffus du cervelet. Il semblerait que 

l' angiopathie amyloïde soit également quantifiée par cette méthode. La quantification 

biochimique du peptide AB constitue donc une méthode complémentaire à l'examen 

neuropathologique puisqu'à défaut de distinguer la quantité de peptide AB présente 

dans chaque type de dépôt, elle permet d'évaluer sa quantité globale dans le cerveau 

d'un patient atteint de la maladie d'Alzheimer ou d'un sujet non dément. 

Est-il possible de distinguer un patient atteint de la maladie d'Alzheimer et un 

sujet témoin non dément par la quantité d'amyloïde présente dans le cerveau? Le 

diagnostic de certitude de la maladie d'Alzheimer repose sur l'existence de dépôts de 

substance amyloïde et des neurones en dégénérescence neurofibrillaire. L'étude que 

nous avons réalisé sur une population de 69 individus (30 patients 'Alzheimer' et 39 

sujets témoins) a montré une augmentation significative de la quantité de peptide AB 

dans le cerveau des patients 'Alzheimer'. De grandes variations inter-individuelles entre 

les deux groupes ont cependant été observées. 

Nous n'avons pas seulement quantifié le peptide AB par dot-blot mais également 

détecté des constituants tels que l' Apo E ou les protéoglycannes qui sont considérés 

comme des co-facteurs de l'amyloïdogenèse (Wisniewski et Frangione, 1992; Snow et 

al., 1994 a,b; Sanan et al., 1994; Ma et al., 1994). La présence de l'Apo E a ainsi été 

confmnée chez les patients 'Alzheimer' les plus sérieusement atteints, par 2 anticorps 

anti-Apo E différents (l'anti-Apo E monoclonal (E0-1) et un anticorps polyclonal). 

Quel rôle peut donc jouer l' Apo E dans la formation des dépôts amyloïdes durant la 

maladie d'Alzheimer? Notre étude, menée sur la population totale de 69 individus, a 

confirmé les données indiquant que l' Apo E4 serait un facteur de risque de la maladie 

d'Alzheimer (Saunders et al., 1993; Corder et al., 1993; Pérez-Tur et al., 1995). Si 

l' Apo E semble être impliquée dans la pathologie, nous ne savons pas encore à quel 

niveau cela se situe. n semblerait que l'existence de l'allèle e4 favorise la formation des 

dépôts amyloïdes (Schmechel et al., 1993; Berr et al., 1994). Dans notre étude, les 

patients 'Alzheimer' porteurs de l'allèle e4 (E4+) ne montrent pas plus de substance 
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amyloïde dans le cerveau que les patients (E4-). Cependant, il semblerait que la 

substance amyloïde de leur cerveau renferme une quantité plus importante d' Apo E. 

Une relation existerait donc entre le génotype et la quantité d' Apo E accumulée dans le 

cerveau. 

A l'heure actuelle, la nature biochimique de l' Apo E présente au sein des dépôts 

amyloïdes n'est pas connue. Selon certains auteurs, un fragment C-terminal [216-299] y 

serait essentiellement retrouvé (Wisniewski et al., 1995). Nous n'avons pas confirmé 

ces résultats puisque l' Apo E a été révélée chez près de la moitié des patients 

'Alzheimer' par un anticorps dirigé contre la partie globulaire (N-terminale) de l' Apo 

E. Différents fragments de l' Apo E ou l' Apo E complète seraient donc retrouvés au sein 

des dépôts amyloïdes. 

Chez certains patients 'Alzheimer' porteurs de l'allèle e4, nous n'avons pas 

montré la présence de l' Apo E dans notre préparation de substance amyloïde. D'autres 

constituants tels que les protéoglycannes ou l' <XI-antichymotrypsine sont, au même titre 

que 1' A po E, considérés comme des co-facteurs de l' amyloïdogenèse (Snow et al., 

1990; 1992; Ma et al., 1994). La présence de protéoglycannes de type héparane sulfate 

a été mise en évidence par dot-blot chez certains patients 'Alzheimer'. La formation de 

l'amyloïde durant la maladie d'Alzheimer résulterait donc probablement de la somme de 

différents cofacteurs tels que 1' Apo E, les protéoglycannes ou l' al-antichymotrypsine 

qui interviendraient à des degrés divers. 

Cette méthode ne permet pas seulement de quantifier la substance amyloïde 

agrégée dans le cerveau de patients 'Alzheimer' ou de sujets témoins. Nous avons 

également appliqué cette technique à l'étude quantitative du peptide AB agrégé dans le 

cerveau de sujets trisomiques décédés à différents âges. 

En conclusion, la quantification biochimique du peptide AB par dot-blot permet 

non seulement d'estimer .la quantité globale de peptide AB agrégé par milligramme de 

tissu cérébral, mais également de détecter d'autres constituants impliqués dans la 

formation des dépôts amyloïdes durant la maladie d'Alzheimer. Ces travaux originaux 

donnent une estimation de la quantité totale de peptide AB agrégé dans le cerveau, 
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durant la maladie d'Alzheimer. Ces résultats pourraient donc déboucher sur 

l'élaboration de ligands du peptide AB qui seraient utilisés comme outils thérapeutiques 

ou pour élaborer des modèles de la maladie d'Alzheimer plus proches de la pathologie 

observée. 
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PERSPECTIVES 

Quelles sont les perspectives de recherche après ce travail de thèse? 

La quantification biochimique du peptide AB par dot-blot est une méthode 

complémentaire à l'examen neuropathologique. Néanmoins, certains laboratoires ne 

peuvent bénéficier d'une infrastructure où pourrait être réalisé un examen 

neuropathologique des pièces autopsiques. Dans ce cas, la méthode biochimique que 

nous avons développée au laboratoire, constituerait un palliatif aux examens 

neuropathologiques, afin d'estimer la quantité de peptide AB agrégé dans le cerveau. 

Cependant, ce travail débouchera également sur d'autres aspects visant à caractériser 

plus précisément les différentes espèces de peptide AB dans la substance amyloïde. Un 

programme d'anticorps monoclonaux sera également lancé pour nous permettre 

d'obtenir des sondes contre les constituants connus ou inconnus de la substance 

amyloïde. Nous envisagerons également de quantifier la substance amyloïde dans 

d'autres régions cérébrales, ou d'analyser la quantité de substance amyloïde qui 

s'accumule progressivement dans le cerveau d'individus présentant une amyloïdose 

cérébrale (Trisomie 21, démence à corps de Lewy etc ... ). 

Quantification de la substance amyloïde dans d'autres régions cérébrales 

Nous avons essentiellement développé notre méthode quantitative du peptide AB 

dans les régions néocorticales du cerveau. Une première étude a montré que nous 

pouvions quantifier le peptide AB dans le cervelet des patients 'Alzheimer' les plus 

sérieusement touchés. Puisque notre méthode de quantification est très sensible, il serait 

intéressant de quantifier la substance amyloïde dans d'autres régions du cerveau tels 

que les noyaux gris sous-corticaux (striatum, thalamus). 
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Analyse de la nature du peptide AB présent dans les dépôts amyloïdes 

la nature du peptide AB présent dans les différents types de dépôts amyloïdes 

reste à déterminer, en particulier le début et la fin de la séquence du peptide AB 

pourraient être différents. Nous savons que la longueur du peptide AB est un facteur clé 

dans l'amyloïdogenèse puisque certains patients atteints de maladie d'Alzheimer 

familiale précoce présentent des mutations pathogéniques qui favorisent la formation 

d'un peptide AB plus long (AB42). 

Récemment, Il a été démontré que l'utilisation de tampons Tris contenant 10% 

de SOS pouvait solubiliser une grande partie des espèces de peptide AB dont le peptide 

AB42 (Harigaya et al., 1995). Nous envisageons donc d'apporter des modifications au 

protocole d'extraction du peptide AB enjouant notamment sur la concentration de SOS, 

afin de solubiliser certaines formes de peptides AB. On complètera alors l'analyse en 

réalisant une séparation par HPLC (chromatographie de phase reverse sur colonne 

C18). 

Une autre approche serait d'élaborer de nouvelles sondes spécifiques de 

certaines régions du peptide AB. Nous disposons de sondes dirigées contre la région N­

terminale et contre la partie médiane du peptide AB. Des anticorps polyclonaux dirigés 

contre la partie C-terminale sont actuellement en cours d'élaboration. Par ailleurs, nous 

avons débuté une collaboration avec le Dr F. Checler (UPR, Sophia Antipolis) qui 

dispose de sondes monoclonales capables de reconnaître spécifiquement les formes se 

terminant aux acides aminés 40 et 42. 

Utilisation des sondes anti-AB~ et anti-AB,u pour la quantification de la 

substance amyloïde dans la trisomie 21 

Les trisomiques 21 de plus de 40 ans présentent des lésions neuropathologiques 

similaires à celles des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. La séquence 

d'apparition des lésions neuropathologiques est également identique. Une première 

étude a été menée à partir de 9 cas de trisomie 21. Cette étude sera poursuivie sur un 

plus grand nombre de trisomiques d'âges différents, ce qui d'une part, devrait nous 
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permettre de montrer une accumulation croissante du peptide AB en fonction de l'âge, et 

d'autre part d'identifier par dot-blot la nature des différentes espèces de peptides AB 

observées dans le cerveau d'individus trisomiques. 

Elaboration de sondes monoclonales à partir de la substance amyloïde purifiée 

Un programme d'anticorps monoclonaux obtenus à partir de substance amyloïde 

purifiée sera envisagé. Cette étude devrait nous permettre d'identifier de nouveaux 

constituants de la substance amyloïde mais aussi d'obtenir des sondes efficaces contre 

différentes régions du peptide AB ou des constituants connus ou inconnus des dépôts 

amyloïdes. 

Etude de l'interaction entre l'apolipoprotéine E et le peptide AB 

Nos résultats suggèrent que l' Apo E et le peptide AB interagissent fortement au 

sein des dépôts amyloïdes. Une liaison de très forte affinité a été démontrée entre l' Apo 

E et le peptide AB (Strittmatter et al., 1993 a,b; Wisniewski et al., 1993; Shuvaev et 

Siest, 1996). Récemment, un fragment C-terminal [216-299] de l' Apo E a été identifié 

dans les dépôts amyloïdes (Wisniewski et al., 1995). Nous pourrons analyser la nature 

des fragments de 1' Apo E que 1' on retrouve dans la substance amyloïde et étudier les 

interactions entre ces fragments et le peptide AB. 

Les différentes perspectives qui viennent d'être décrites devraient à plus ou 

moins long terme déboucher sur le développement de sondes immunologiques, 

potentiels outils diagnostiques de la maladie d'Alzheimer. L'analyse plus précise des 

fragments de peptides AB, ainsi que l'identification d'un des co-facteurs de 

l'amyloïdogenèse de type Alzheimer devrait nous permettre de mieux comprendre ce 

phénomène. 
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MATERIELS ET METHODES 

!-MATÉRIEL 

I-l-Matériel autopsique 

*Description de la population totale 

Les différentes études ont été réalisées à partir des cerveaux d'une population 

totale de 79 individus âgés (82,50 ± 10,55 ans). Le tableau clinique de ces sujets a été 

obtenu par le biais d'un entretien avec un neurologue et/ou un gériatre. Cette population 

se compose de: 

-30 patients atteints de la maladie d'Alzheimer (A6-A35) selon les critères du 

NINCDS-ADRDA (Mc Khann et al., 1984). 

-5 sujets considérés comme des cas pré-cliniques de la maladie d'Alzheimer 

(Al-A5) présentant des troubles cognitifs à l'examen clinique. 

-39 individus témoins ne souffrant d'aucune démence (Tl-T39). 

-4 personnes atteintes de démence mixte ou vasculaire avec présence dans le 

cerveau d'angiopathie amyloïde (Ml-M4). 

-1 personne associant une démence de type Alzheimer et un syndrome 

parkinsonien (Pl) (Tableau 8). 

Remargues: 

La nature des différentes études menées à partir de cette population est figurée dans la 

colonne 'Remarques': 

-Les individus notés(++) dans cette colonne sont au nombre de 17. Les analyses 

biochimiques et neuropathologiques ont été réalisées à partir des aires 9, 22, 39, et 44 

des cerveaux de ces sujets. 
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Tableau 8 

N" Nom Age SEXE Path APOE Rem 
T1 GEUS3 83 F témoin E2E3 ++ 
T2 DUR95 95 F témoin E3E3 ++ 
T3 DEV96 96 F témoin E2E3 ++ 
T4 BAUSS 88 F témoin E3E3 ++ 
TS SUI92 92 F témoin E3E4 ++ 
T6 FOUS3 83 F témoin E3E3 ++ 
T7 TRIS5 85 M témoin E3E4 ++ 
TB BOI84 84 F témoin E3E3 ++ 
T9 PAN73 73 M témoin E3E3 ++ 

T10 ROU79 79 M témoin E2E3 +1* 
T11 ASSS5 85 M témoin E3E3 +1* 
T12 FONS2 82 F témoin E3E3 +1* 
T13 LEC90 90 F témoin E3E3 +1* 
T14 LEE91 91 F témoin E3E3 +1* 
T15 MILSS 88 F témoin E3E3 +1* 
T16 MOISS 88 M témoin E3E3 +1* 
T17 PEL90 90 F témoin E3E3 +1* 
T18 RIS93 93 F témoin E3E3 +1* 
T19 TCH91 91 F témoin E3E3 +1* 
T20 Till77 77 F témoin E3E3 +1* 
T21 VANS6 86 M témoin E3E3 +1* 
T22 PETS3 83 F témoin E3E4 +1* 
T23 REN90 90 F témoin E3E4 +1* 
T24 TillS6 86 M témoin E3E4 +1* 
T25 BEZ71 71 F témoin E2E3 +1* 
T26 CEUSl 81 M témoin E3E3 * 
T27 CR072 72 F témoin E3E3 * 
T28 DEL9S 98 F témoin E3E3 * 
T29 DES 51 51 M témoin E3E3 * 
T30 DR061 61 F témoin E3E3 * 
T31 FIS71 71 M témoin E3E3 * 
T32 MAUSS 88 F témoin E3E3 * 
T33 DEL65 65 M témoin E3E4 * 
T34 DEL72 72 M témoin E3E4 * 
T35 TIS65 65 M témoin E3E4 * 

T36 VAR84 84 F témoin E3E4 * 
T37 LHE69 69 F témoin E3E4 * 
T38 DIE84 84 F témoin E3E4 
T39 BENS9 89 F témoin E2E3 
M1 LAM83 83 F MA+ Va E3E3 ++ 
M2 BOU90 90 F D.Vasc E3E3 + 
M3 DURSS 88 M D.Vasc E3E4 + 
M4 TAR84 84 M D.Vasc E3E3 + 
P1 CIN 90 90 F MA+Pa E3E3 ++ 



-Les individus notés soit(+) ou(++) dans cette colonne sont au nombre de 44. 

La validation de la quantification biochimique a été réalisée à partir de l'aire 9 et 39 des 

cerveaux de cette sous-population. 

-Les 54 individus notés avec une étoile (*) font partie de l'étude concernant 

l'influence du génotype de l'Apo E sur la quantité de peptide AB. 

L'aire 9 du cerveau d'un patient 'Alzheimer' de 64 ans (A29) a également été 

utilisée comme témoin de quantité standard lors de la quantification de l' Apo E. 

*Analyses neuropatholo2iques 

Les cerveaux de 44 individus (notés+ ou++) proviennent d'une collaboration 

avec le Dr David et le Pr Di Menza de l'hôpital de Limeil-Brévannes. A l'autopsie, 

l'hémisphère gauche a été fixé dans une solution contenant 10% de formol pour les 

études neuropathologiques, tandis que l'hémisphère droit a été congelé à -80°C pour les 

études biochimiques. L'analyse neuropathologique (perte neuronale, gliose, 

dégénérescence neurofibrillaire, dépôts amyloïdes) a été réalisée à partir du cortex 

frontal supérieur (aire de Brodmann 9), inférieur (aire de Brodmann 44), temporal 

supérieur (aire de Brodmann 22) et pariétal inférieur (aire de Brodmann 39) du cerveau 

de ces individus. 

Le nombre de neurones en dégénérescence neurofibrillaire (NFf/mm2) a été quantifié 

par immunohistochimie en utilisant l'anticorps AD2 dirigé contre un épitope 

phosphorylé des protéines tau pathologiques (Buée-Scherrer et al., 1996). 

Les analyses neuropathologiques des dépôts amyloïdes ont été réalisées par histochimie 

(thioflavine S) et immunohistochimie avec l'anticorps monoclonal anti-ABS-17 (Dako). 

-Le nombre de plaques séniles a été déterminé par millimètre carré de cortex 

cérébral (dépôts amyloïdes /mm2). 

-Le nombre de dépôts diffus a été semi-quantifié par immunohistochimie et 

classé selon un mode sévère(+++), modéré(++), moyen(+) ou nul(-). L'angiopathie 
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amyloïde a été référencée selon la présence(+) ou l'absence de marquage(-) (Tableau 

1). 

* Analyses génétiques 

Le génotype de l' Apo E de chacun de ces individus a été déterminé à partir des 

homogénats totaux de cortex cérébral. La méthode qui a été utilisée est basée sur 

l'extraction de l'ADN par un mélange phénol/chloroforme (Sambrook et al., 1989). Un 

fragment d'ADN long de 244 paires de base et contenant la région polymorphique de 

l'A po E a été amplifié par PCR. Les produits d'amplification ont été digérés par 

l'enzyme Hha 1, analysés par électrophorèse sur un gel non dénaturant à 10% 

d'acrylamide puis colorés par le bromure d'éthidium (Hixson et Vernier, 1990). 

1-2-Peptides synthétiques 

Des peptides synthétiques ont été utilisés pour la mise au point de la technique 

de dot-blot en acide formique 100% et pour la validation de 1' anticorps monoclonal 

anti-AB8-17 (Dako). ll s'agit des peptides ABt-42 et ABt-28 (Bachem-Bale Biochimie 

France) et du peptide ABt-28 (Neosystem-Strasbourg). Le peptide ABt-42 (Bachem) a 

également été utilisé comme étalon standard pour la quantification du peptide AB par 

dot-blot. n a été reçu sous forme lyophilisée (96% de pureté), a été dissout à 2 mg/ml 

en eau milliQ+ NH3, et stocké à -80°C. 
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II-SONDES IMMUNOLOGIQUES 

II -!-Anticorps polyclonaux 

*Anticorps anti-ABt7-28 

Un sérum polyclonal a été préparé chez le lapin à partir d'un peptide synthétique 

correspondant à la séquence [17 -28] du peptide AB. Ce peptide a été synthétisé et 

purifié par Néosystem (Strasbourg): Lys-Leu-V al-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-V al-Gly-Ser­

Asn-Lys. La séquence de ce peptide (avec la présence de deux résidus de Lysine du 

coté Net C-terminal) nous a permis d'envisager un couplage à l'ovalbumine par 

1' intermédiaire de la glutaraldéhyde. 

-Préparation de l'immunoeène: 

~: Le peptide (3mM) est dissout dans 6 ml d'eau milliQ et laissé sous 

agitation à 4°C. 

-A J +1 et J +2: On prélève 1 ml de cette solution de peptide auquel on ajoute 

100 ~de tampon PBS lM pH 7,4. 

-A J + 3: Les 2 X 1 ml de solution de peptide en tampon PBS 0,1 M pH 7,4 sont 

mélangés aux 4 ml de la solution de peptide restante afin d'obtenir 6 ml d'une solution 

de peptide AB11-28 plus ou moins agrégé. 

On ajoute alors de l'ovalbumine (75J..LM) à cette solution de peptide AB17-28 

(3mM), et 1,5 ml d'une solution de glutaraldéhyde à 6% est ajoutée goutte à goutte au 

mélange réactionnel. Le couplage s'effectue sous agitation à température ambiante 

pendant 1 heure. Ensuite, la réaction est arrêtée par addition de borohydrure de sodium 

(7,5 mg dans 300 J..Ll d'eau milliQ). La solution est concentrée (3X) sur Diaflo. Un 

volume final de 2 ml est obtenu. Une chromatographie de tamisage moléculaire à 4°C, 

sur gel Ultrogel AcA 202 (polyacrylamide-agarose, dont la zone de fractionnement est 

comprise entre 1000 et 15 000) équilibré en tampon PBS est effectuée dans le but 
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d'éliminer le peptide libre. Avec un débit de 0,3 mVmn, 30 fractions sont récupérées 

toutes les 2 min. Un dosage des protéines est réalisé afin de repérer les fractions qui 

contiennent le peptide couplé à l'ovalbumine. La concentration du peptide couplé est de 

0,75 mg/ml. Le peptide couplé est réparti en doses contenant 150 Jlg d'immunogènes 

qui sont ensuite stockées à -20°C. 

Protocole d'immunisation; 

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

Le lapin, préalablement saigné reçoit une dose de vaccin anticoquelicheux (V axicoq, 

Institut Mérieux) et une dose de vaccin B.C.G. (Monovax, Institut Mérieux) pour 

potentialiser sa réponse immunitaire. Il reçoit également par injections intradermiques 

multiples, la première dose d'immunogène émulsionnée dans de l'adjuvant de Freund 

complet. Trois rappels intradermaux sont effectués à 3 semaines d'intervalle avec une 

dose d'immunogène émulsionnée en adjuvant de Freund incomplet. 

Trois semaines après le dernier rappel, une dose d'immunogène (sans adjuvant de 

Freund) est injectée dans la veine marginale du lapin. Huit jours après l'injection 

intraveineuse, le lapin est saigné à l'oreille et 40 à 50 ml de sang sont prèlevés. Tous les 

mois, les lapins reçoivent un rappel intraveineux suivi d'une saignée une semaine après. 

Les immunsérums sont additionnés d'un volume égal de glycérol avant d'être stockés à 

-20 °C. 

Les différentes saignées (utilisées au 1/400) sont caractérisées par dot-blot et par 

immunoempreintes, à partir d'une préparation de substance amyloïde de patient atteint 

de la maladie d'Alzheimer. 

*Anticorps anti ABl-28 

L'anticorps polyclonal anti-ABl-28 a été préparé à partir d'un peptide synthétique 

correspondant à la séquence [1-28] du peptide AB. Ce peptide a été synthétisé par la 

société Néosystem (Strasbourg). La méthode de préparation de cet anticorps est 

identique à celle décrite pour l'anticorps polyclonal anti-AB17-28· En 
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immunohistochimie, cet anticorps (utilisé à la dilution de 1/200) révèle les dépôts 

amyloïdes sur coupe de cortex cérébral de patient atteint de la maladie d'Alzheimer. En 

dot-blot, il est utilisé à la dilution de 1/800. 

* Sérum polyclonal anti-Apo E 

Le sérum polyclonal anti-Apo E nous a été fourni par l'équipe du Pr Fruchart 

(Institut Pasteur de Lille). Ce sérum, préparé à partir d' Apo E humaine plasmatique est 

dirigé contre l'ensemble de l' Apo E. Il est utilisé à la dilution de 1/1000 en 

immunohistochimie et en dot-blot. 

Nous avons également utilisé différents anticorps dirigés contre des constituants 

des dépôts amyloïdes. Il s'agit des anticorps polyclonaux anti-cq antichymotrypsine, 

anti-transthyrétine (préalbumine) et anti-composé P amyloïde commercialisés chez 

Dalco à Trappes (France). TI ont été utilisés en dot-blot à la dilution de 11200. 

11-2-Anticorps monoclonaux 

* Anticorps anti-AB8-17 (Dako) 

L'anticorps monoclonal anti-ABs-17 ou 6F/3D (Dako) a été utilisé pour 

quantifier le peptide AB par dot-blot. Il peut être utilisé en immunohistochimie à la 

dilution de 1150 au 1/100 . Sur une coupe de cortex cérébral de patient atteint de la 

maladie d'Alzheimer, il détecte le peptide AB présent au sein des dépôts amyloïdes 

sphériques (plaques séniles) ou des dépôts diffus. En dot-blot et par immunoempreintes 

(électrophorèse en tampon Tris-Tricine) il est utilisé à la dilution de 1/200. 

*Anticorps anti-ABI7-24 (4G8) 

Nous avons également utilisé l'anticorps monoclonal anti-ABt7-24 (408). Cet 

anticorps, fourni par le Pr Wisniewski a été caractérisé par Kim et al., 1988. En dot­

blot, cet anticorps a été utilisé à la dilution de 1/10 000. 
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*Anticorps anti-Apo E (E0-1) 

L'anticorps monoclonal E0-1, fourni par l'équipe du Pr Fruchart (Institut 

Pasteur de Lille), a été préparé à partir d'apolipoprotéine E purifiée de plasma humain. 

Il est est dirigé contre la partie globulaire de l' Apo E (Leroy et al., 1988). En dot-blot et 

en immunohistochimie, il est utilisé à la dilution de 1/1000. 

*Anticorps anti-protéoglycannes (7E12) 

Cet anticorps monoclonal nous a été fourni par le Pr Fillit du Mount Sinaï 

Hospital Center à New-York. Il a été préparé à partir d'héparane sulfate protéoglycanne 

vasculaire (HSPG) purifié de glomérule de rein de boeuf. Cet anticorps se présente sous 

la forme de surnageant d'hybridome utilisé au 1/10. Il marque les dépôts de substance 

amyloïde sur une coupe de cortex cérébral de patient 'Alzheimer' (Buée et al., 1994). 

Tableau 9: Récapitulatif des différents anticorps utilisés 

Immunomarquage en dot-blot 

Anticorps Origine Épi tope ABt-42 ABt-28 A_l)o E PGs 

anti-ABt7-28 polyclonal [17-28] de l'AB - ++ - -
anti-ABt-28 polyclonal [1-28] de l'AB + +1- - -

408 monoclonal [17-24] de l'AB ++ + - -

anti-ABs-17 monoclonal [8-17] de l'AB ++ - - -

anti-Apo E polyclonal Apo E totale - - + -

E0-1 monoclonal séqu N-ter de l' Apo E - - + -

7E12 monoclonal axe protéique HSPGs - - - + 
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III-ANALYSES BIOCIDMIQUES 

lil-l-Purification de la substance amyloïde 

ill-l-I-Homogénéisation du tissu cérébral 

La substance grise corticale est disséquée et le tissu est homogénéisé par 

pottérisation dans une solution de Laemmli (Laemmli, 1970) dans des rapports de 10% 

(plv). Les échantillons sont ensuite chauffés à 100°C pendant 10 min. 

La solution de Laemmli contient: 

Tris-HCl 50mM 

sos 5% (plv) 

EDTA 4mM 

EGTA 3mM 

Glycérol 10% 

Cette solution est stockée à -20°C. On ajoute extemporanément: 

dithiothréitol 

bleu de bromophénol 

0, 25 % de (plv). 

traces 

lli-1-2-Purification de la substance amyloïde 

pH6,8 

La purification de la substance amyloïde est réalisée selon une modification de 

la technique de Mori et coll. (1992). L'homogénat total de cortex cérébral (400 mg de 

tissu) est centrifugé à 100 OOOg (36 000 r.p.m.) dans une centrifugeuse CENTRIKON 

T-2055, dans un rotor Kontron TST 60, pendant 1 heure. Le culot (Cl) est récupéré 

puis homogénéisé dans de l'acide formique 100%. L'homogénat 'acide formique' est 

laissé sous agitation à température ambiante pendant 3 heures. Nous réalisons ensuite 

une seconde centrifugation basse vitesse (14 OOOg) pendant 1 heure. Les sumageants 
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S14 OOOg sont analysés directement par dot-blot. L'analyse par immunoempreintes 

nécessite une évaporation préalable de l'acide formique. Le matériel lyophilisé est repris 

dans une solution de Laemmli 5% SDS (urée 6M). 

III -2-Techniques biochimiques 

III-2-1-Le Dot-blot 

La quantification du peptide AB a été réalisée par la technique de dot-blot. Afin 

de pouvoir quantifier le peptide AB en acide formique 100%, nous avons choisi la 

membrane d'Immobilon P. La membrane sèche d'immobilon P résiste à de nombreux 

types de solvants organiques (acétonitrile) ainsi qu'à des acides concentrés comme 

l'acide formique 100%. De plus, elle est très efficace pour adsorber les peptides 

hydrophobes comme le peptide AB. 

*Les dépôts 

Une gamme de dilution de chaque échantillon (1; 1/2; 114; 1/8; 1/16; 1/32) est 

déposée en acide formique 100% sur une membrane d'immobilon P (Millipore). La 

membrane est ensuite traitée au méthanol 95%, rincée à plusieurs reprises en eau 

distillée. Elle est ensuite saturée en tampon TNT (Tris-Hel 15 mM, pH 8; NaCl 0,3 M; 

Tween 20 0,05% (p/v)), contenant 5% (plv) de lait délipidé pendant 30 min. 

*Incubation 

Les anticorps primaires sont dilués dans le tampon TNT. Selon l'anticorps 

primaire, l'addition de lait (5% (p/v) est parfois nécéssaire pour limiter le bruit de fond. 

L'incubation dure entre 1 heure et 1 heure 30 (selon le type d'anticorps) à température 

ambiante ou toute la nuit à 4 °C. Les anticorps secondaires sont des immunoglobulines 

anti-souris ou anti-lapins (selon la nature de l'anticorps primaire) préparés chez la 

chèvre. Ce sont des anticorps conjugués à la péroxydase (Sanofi Diagnostics-Pasteur), 
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dilués dans le tampon TNT au 1/8000. L'incubation dure de 45 min à 1 heure à 

température ambiante. 

*La révélation 

L'étape suivante est la révélation des complexes "antigène /anticorps primaire 

/anticorps secondaire couplé à la péroxydase". Nous utilisons le kit ECL (enhanced 

chemiluminescence, Amersham). Le principe est l'action de la péroxydase sur un dérivé 

cyclique (luminol) en présence d'eau oxygénée. Le luminol oxydé par l'action de la 

péroxydase atteint un "état excité". Son retour à un état stable est accompagné d'une 

émission de lumière dont l'intensité est fortement augmentée par des résidus 

phénoliques. Cette lumière impressionne un film (Hyperfilm-ECL, Amersham), et 

procure alors un signal dont la visualisation permet de localiser les protéines identifiées 

par l'anticorps primaire. Plusieurs temps d'exposition sont pratiqués (5 min, 15 min, 30 

min). Ceci nous permet d'éviter une saturation du signal lumineux et de nous situer dans 

la zone de linéarité de la gamme de dilution. 

* Les standards 

Des dilutions de peptide ABt-42 (Bachem) (80; 40; 20; 10; 5; 2,5 pmoles) sont 

utilisées comme standard pour la quantification du peptide AB par dot-blot. Pour la 

quantification de l'apolipoprotéine E, une préparation de substance amyloïde d'un 

patient 'Alzheimer' de 64 ans (A29) est utilisée comme standard de quantité d' Apo E. 

Une gamme de dilution (1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32) d'une préparation à 10 mg de 

substance amyloïde lyophylisée/ml est ainsi déposée sur la membrane de dot-blot. 
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IIT-2-2-Electrophorèses en gel de polyacrylamide en présence de 

SDS 

Les préparations de substance amyloïde sont en solution de Laemmli 5% SOS 

(urée 6M). Elles sont analysées par électrophorèse sur gel de polyacry1amide en 

présence de SDS en tampon Tris-Tricine, selon la méthode décrite par Schagger et Von 

Jagow (1987). 

*Electrophorèses en tampon Tris-Tricine 

Un mélange de 2 solutions d'acrylamide de 10% et 20% (0.1% SDS) est réalisé 

afin d'obtenir un gel de polyacrylarnide à 15%. 

*Gels de séparation: 

pH8,8 solution d'acrylamide à 10% solution d'acrylamide à 20% 

Tris Hel 0,3M 0,3M 

Acrylamide 10% 20% (p/v) 

Bis acrylamide 0, 266% 0, 532% 

SDS 0,1% 0,1% 

Temed 300 Jll 300 Jll 

Glycérol 200ml 

H20 qsp 1000 ml qsp lOOOml 
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*Gels de concentration: 

pH 6, 8 solution d'acrylamide à 5 % 

Tris Hel 0, lM 

Acrylamide 5% (plv) 

Bis acrylamide 

SDS 

Temed 

H20 

0, 08% (p/v) 

0,1% (p/v) 

500 J.Ù 

qsp 1000 ml 

La polymérisation des gels d'acylamide est obtenu par addition de 200 Jll de persulfate 

d'ammonium (100 mg/ml) dans 27 ml de gel. La dimension des plaques est de 140 x 

140 x 1,5 mm. 

*Tampons d'électrophorèse 

La composition des tampons "anode" et "cathode" est la suivante: 

Tampon cathode Tampon anode 

Tris Hel O,IM 0,2M 

SDS 0,1% 

Tri cine O,IM 

H20 qsp 1000 ml 

pH 8,25 8,9 

La séparation des protéines est réalisée à 40 V constants pendant 18 heures. 

126 



*Electrophorèses en tampon Tris-glycine 

Les homogénats totaux de cortex cérébral (Swo OOOg) sont en solution de 

Laemmli 5% SDS. Ils sont séparés sur gel de polyacrylamide (gradient 10-20 % ), en 

présence de SDS. Les solutions d'acrylamide sont identiques à celles utilisées pour 

l'électrophorèse en tampon Tris-Tricine. Le tampon d'électrophorèse est un tampon 

Tris-Gly dont la composition est la suivante: 

Tris Hel 

Glycine 

SDS 

H20 

25mM 

0,2M 

0,1% (p/v) 

qsp 1000 ml 

pH8,3 

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

ITI-2-3-Technique des imrnunoempreintes 

Après électrophorèse, les protéines de la préparation de substance amyloïde sont 

transférées sur des membranes de nitrocellulose (0,2 Jlm de Schleicher & Schuell) 

pendant 1 h (courant: 0,8 mA par cm2) en milieu semi-liquide sur un LKB Multiphor ll 

Nova Blot (LKB). Les protéines solubles en SDS provenant d'un homogénat total de 

cortex cérébral sont transférées sur des membranes de nitrocellulose 0,45 Jlm 

(Schleicher & Schuell) pendant 1 h 30. La composition des tampons de transfert est la 

suivante (selon les instructions du fabricant): 

-Tampon "anode": Tris 0,3 M pH 10,4; méthanol20% (v/v). 

-Tampon "cathode": acide 6-amino-n-hexanoïque 40mM pH 7,6; méthanol20% 

(v/v). 
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Après transfert, la membrane est colorée au rouge ponceau (acide 

trichloroacétique 3% (plv); rouge ponceau 0,2% (plv); H20) afin de contrôler 

l'efficacité du transfert. 

La technique des immunoempreintes est réalisée selon une modification de la 

méthode de Townbin (Townbin et al., 1979). Après transfert, les membranes sont 

saturées en présence de tampon TNT contenant 5% (plv) de lait délipidé pendant 30 

min. Les étapes d'incubation en anticorps et de révélation sont identiques à celles 

décrites pour la technique de dot-blot. Toutefois, les temps d'incubation en anticorps 

sont plus longs et durent de 1 heure 30 à 2 heures pour l'anticorps primaire et 1 heure 

pour l'anticorps secondaire. 

ITI-2-4-Dosage colorimétrigue des protéines 

La méthode utilisée est le dosage à l'acide bicinchoninique (Smith et al., 1985). 

C'est une variante de la réaction de Biuret. Les protéines réagissent avec des ions 

cuivriques pour former des ions cuivreux qui se complexent à l'acide bicinchoninique. 

La réaction est mise en évidence par une lecture à 562 nm. 

IV-QUANTIFICATION PAR DENSITOMÉTRIE 

Les films ECL ont été digitalisés sur Compact Prolinea 4133, avec un scanner 

Sharp JX-325 (résolution de 127 X 127 pixels) et sauvés en format TIFF. Les images 

numérisées ont ensuite été analysées grâce au logiciel Image Master (IMlD) de chez 

Pharmacia Biotech. 
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V ·IMMUNOHISTOCHIMIE 

L'analyse de la colocalisation de l' Apo E et du peptide AB au sein des dépôts 

amyloïdes a été réalisée par immunohistochimie. Le tissu a été plongé dans une solution 

à 4% de paraformaldéhyde pendant 24 heures. Le bloc a ensuite été mis dans le tampon 

Coons (Verona! ou Barbital sodique 0,2% {plv); NaCl 0,85% (plv); Triton X-100 0,1% 

(plv) à pH 7,4) contenant 20% de sucrose. Il a été inclu dans du Tissu-Tek avant d'être 

stocké à -80°C. Les coupes de cerveau, réalisées grâce à un cryostat, ont été réalisées 

avec une épaisseur de 12 Jlm. 

La détection des dépôts amyloïdes a été réalisée par double marquage grâce à 

l'utilisation des anticorps polyclonaux anti-Apo E et anti-AB1-28 et monoclonaux anti­

Apo E (E0-1) et anti-AB8-17 (Dako). Les lames ont été incubées en présence d'un 

mélange "anticorps monoclonal (Apo E ou AB)-anticorps polyclonal (Apo E ou AB)" 

durant toute la nuit à température ambiante. Les anticorps monoclonaux et polyclonaux 

anti-Apo E ont été utilisés à la dilution de 111000. L'anticorps monoclonal anti-AB8-17 

(Dako) et le polyclonal anti-AB1-28 ont été utilisés à la dilution respectivement de 1150 

et de 11200. Les lames ont ensuite été incubées pendant 2 heures à température 

ambiante, en présence d'un mélange d'anticorps "anti-lapin (marqué à la rhodamine)­

anti-souris (marqué à la fluorescéïne)" à la dilution de 111000. 
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ANNEXE II 

Critères du NINCDS-ADRDA 

Selon lYICKHANN et Coll. (1984) 

l. The crite"a for the c!inical diagnosi• of PRO 8A8 LE Alzheimer> 
diseas. incluce: 

dement.ia ~stablished by c!inical e:tamination and documented 
by the ~ini-Men:.al Test,' Slessed Dementia Scale.' or some 
similar examination, and confirmed by neuropsychological 
te5t.s: 

deficits in two or more are~s of cognition: 

prog:-essive worsening of memory and other cognitive func· 
tians: 

no disturbance of consciou.sness: 

onset between ages 40 and 90. most often after age 65: and 

absence of systemic disorders or othe• brain distases that in 
and of themselves could account fnr the progr.ssive denciu in 
me mory and cognition. 

li. The dia~nosis of PROBABLE Alzheimer's di•ease is supported 
by: 

progressive deterioration of specifie co~nitive functions such as 
language {aphasia), mo tor skills (apraxia), and perception {ag: 
nosia): 

impaired activities of daily living and altered patterns of be· 
havior: 

family hi• tory of similar disorders, particularly if cnnlirmed 
neuropathologically; and 

laboratory ,..,ulu of: 

nor::1a! lumba!" puncture a.t evaluate<d ~~-_standard tech· 
i'lique~. 

normal ;Jallern or nonspecilic changes in EEG. •uch as 
increased slow-wav~ activity, and 

evidence of cere:bral atrophy on CT with progre$sion dccu· 
mented by seriai observation. 

Ill. Other dinical fea~ure~ oon•istent with :he diagnosi• or ?ROBA· 
8 L:: Al:heim~r·s dist3.st, after exclusion of causes of dementia 
other :han Alzheimer s di•e5se. include: 

ptate:1us in the cour1e ')f progression of the illne-ss: 

a!..5oc!at.ed sympt.oms of depression. insomnia, incontinence, 
delu.lions, illusions, hallucinations, cat.altrophic verbal. emo· 
ti•Jnal, or ;Jhyskal outbunu, sexual di•orders, and weightlos.s; 

other neurclog~c abnormalities in :1ome patients. e'5p~cially 

with :nor! aévanced dlsease and lnc!uding :-not or 3Î!:MS such JS 

încreased :nt.:sc!e ta ne. myoclonus, or gait diso:der: 

seizures :n 1dvanced disense: and 

CT normal for age. 

IV. F'eatures thal :-nake the diagnusis uf PRO BAB LE Alzheim"'·' 
disease uncertain ar unlikely inc!ude: 

sudden. apoplectio nnset; 

focal neurologie findin~s such a$ hemiparesis. sensory \o~s. 
visual tleid deti.cit.s, and incoordination ear!y in the cours~ uf 
the ill ness: and 

seiz.ureo5 or ~ait disturbance!'i -ll tht on.set or very e-arly in tht 
course of the illne ... 

V. Clinical diagnosis of POSSIBLE Alzheimer's disease: 

may be made on the ba•is of the.dementia syndrome. in the 
absence: of ether neurologie. psychiatrie. nr sy~t.em ic disord~:rs 
sufficient ta cause dementia. and in the presence of variations 
in the onset. in the presentation. or in the clinical coune: 

may be made in the pres.ence of a setond systemic or brJin 
disorder sufficient t.o produce dementis. which is not consid· 
ered to be litt cause of the dementia: and 

should be used in re>earch •tudies whe:1 a singlo. ~radua!ly 
progressiv'! severe cognitive deficit is identified in the abse:-tre 
of othor identifiable cause. 

VI. Criteria ior diagnosis of DEF'I:-IITE Al:heimers dist3se are: 

the clinical criteria for r;lrobable Alzheimer's disease and 

histopatholc(ic evidence obtained from a biopsy çr lUto>'sy. 

Vil. Classification· of i\lzheimer's disea•e fnr reoearoh purpos-. 
should speoify !estures thal may ditferentiate subtypes of the 
disorder. •uch as: 

familial occurrence: 

onsel be fore age of 65: 

pre:5ence of ~ri.somy·21; snd 

co~xi.stence of other r~!evanl conditions such as Parkinson·~ 

di.sejse. 
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