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Abréviations

AD: Alzheimer disease

ADRDA : Alzheimer Disease and Related Disorders Association
AGPI: Acides gras poly-insaturés

Apo : Apoprotéine

APP : Amyloid protein precursor

Al3: peptide 3 amyloide

AVC: accident Vasculaire Cérébral

CETP : protéine de transfert des esters de cholestérol
CL : cholestérol libre

CM : chylomycron

CML : cellule musculaire lisse

DCL : déclin cognitif léger

DNF : dégéneérescences neurofibrillaires

DSM 1V: Diagnostic and statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition
EC: esters de cholesterol

EOAD: early onset Alzheimer diseases

HDL: high density lipoprotein

IDL: intermediate density lipoprotein

LCAT: Lecithin cholesterol acyltransferase

LDL: low density lipoprotein

LH: lipase hépatique

LOAD: Late onset Alzheimer diseases

Lp (a): lipoprotéine (a)

Lp: lipoprotéine

LPL: lipoprotéine lipase

LRP: LDL receptor-related protein

LRP: low density related protein

MA : Maladie d’ Alzheimer

MAP : microtubule-associated proteins



MMSE : Mini Mental Status Examination

NINCDS : National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
PFH : paires de filaments hélicoidaux

PKC : phospho-kinases a calcium

PPAR: peroxisome proliferator-actived receptors

PS : plaques séniles

R-LDL : récepteur des LDL

Tau: tubule associated unit

TG: triglyceride

VLDL: very low density lipoprotein



Introduction :

La maladie d’ Alzheimer est la cause la plus fréquente des démences du sujet agé,
C’est une affection hétérogene tant sur le plan clinique que génétique, son expression est le
résultat de multiples facteurs génétiques et environnementaux.

L 'évolution démographique et le vieillissement progressif de la population laissent
supposer que la maladie d'Alzheimer va devenir, dans les vingt prochaines années, un
probléme majeur de santé publique et de société (1).

Actuellement, elle affecte 15 millions d'individus a travers le monde (1), aux
Etats-Unis, le nombre de sujets touchés est estimé a4 millions. En France, laMA affecte 5
a 10 % de la population de plus de 65 ans (350 000 cas). Cependant, sa prévalence
augmente avec I'ége, premier facteur de risque, pour toucher environ 30 % des sujets de
plus de 90 ans (2), Ces chiffres devraient au moins doubler d'ici 2020 (3).

En Algérie, laMA est encore sous-estimée, elle est restée longtemps dans |’ ombre,
et a souffert d’un manque de reconnaissance qui a certainement limité les moyens mis en
cauvre pour faire face au défi douloureux auquel les familles sont confrontées. Le
diagnostic lorsgu'il est fait, intervient souvent tardivement. Les premiers symptémes
cognitifs sont encore largement considérés comme des signes de vieillissement normal. En
outre, ils surviennent fréquemment chez des patients atteints de multiples affections, que
I'on juge atort responsables de I'affaiblissement intellectuel.

La MA est multifactorielle, la composante génétique y est importante, a ce jour 4
déterminants ont été identifiés. Dans les formes familiales (représentant 1 % des 30% des
cas adébut précoce), les génes mis en causes sont localisés sur le chromosome 21(gene de
I”’APP), 1 (géne de présiniline 2), et 14 (géne de présiniline 1), dans ces formes, la maladie
ségrégue selon le mode autosomique dominant. Dans | es formes tardives sporadiques, les
plus fréquentes (environ 70 % des cas) de nombreux facteurs génétiques et
environnementaux agissent seuls ou en synergie induisant probablement une susceptibilité
individuelle au développement de ces formes (4).

De nombreuses études ont montré que I'allélee4 de I'Apo E est un facteur de
risque pour cette maladie et qu’il existerait une relation entre le nombre d’'allélese4 et
Iincidence de la MA, le risque de développer la maladie est multiplié par 3 pour un

hétérozygote et par 8 pour un homozygote e4 (4).



La pathogénicité potentielle de I'allélee4 de I'Apo E est complexe. Plusieurs
hypothéses sont actuellement proposées pour I’ expliquer, en dehors d’ une action directe de
I’ APOE sur la formation des dépbts amyloides, de nombreuses autres hypothéses ont é&é
formulées. Elles sont fondées sur e métabolisme des lipides, le développement d’une
réponse inflammatoire ou encore une toxicité propre des produits du métabolisme de
I’ APOE (5).

De récentes études sur I’ épidémiologie et la pathogénie de la maladie ont suggéré
I"’existence d'un lien puissant entre facteurs de risque vasculaires, pathologie cérébro-
vasculaire et maladie d’ Alzheimer. De plus, il a éé suggéré que si ces facteurs de risque
vasculaires étaient présents a I'ége mdr, ils pouvaient augmenter le risque d’ apparition
d une MA adébut tardif. Il y a actuellement de nombreuses preuves sur le réle que peuvent
jouer les facteurs vasculaires dans la MA ou dans la démence mixte (maladie d’ Alzheimer
et Iésions vasculaires cérébrales) (6) (7).

Plusieurs chercheurs ont étudié larelation entre les lipides sériques et laMAA ce
jour, le réle des niveaux élevésou abaissés du cholestérol total, des triglycérides et des
lipoprotéines en tant que facteurs de risque, demeure obscur. Deux hypotheses principal es
sont avancées actuellement ; elles se fondent sur une modification du métabolisme du
précurseur du peptide amyloide et sur une anomalie de régénérescence neuronale associée
a une atteinte spécifique du systéme cholinergique (6) (7).

L’identification des mécanismes vasculaires responsables de la démence doit
permettre d envisager de nouvelles pistes pour prévenir ou retarder son apparition et la
connaissance du polymorphisme de I’ apoE devient un élément a prendre en considération
pour confirmer le diagnostic de la maladie, ainsi que pour une meilleure adaptation
thérapeutique. (7)

Notre éude a pour objectifs:

= Déterminer |e génotype Apo E, les fréquences all éliquese2, €3, €4, du groupe de sujets
atteints et les comparer avec ceux du groupe de sujets témoins.

§ Entrevoir laliaison entre les différents génotypes et le risque de laMA.

= Comparer le profil lipidique sérique des sujets atteints de la MA par rapport aux sujets
témoins

§ Faire une étude non exhaustive des facteurs derisque delaM.A.



1. Historique:

C'est en 1902 qu'Alois Alzheimer observe une patiente (Augusta. D) agée de 51 ans
résidante dans I'hospice municipal de Frankfurt qui présente un délire suivi d'une
désintégration des fonctions intellectuelles ne pouvant pas étre expliqués par la médecine
de I'époque, six ans plustard en 1907 (4), il publie I’ éude anatomo-clinique de la malade
décédée apreés une évolution progressive de 4 ans et six mois dans un grand tableau
démentiel avec désorientation et hallucinations, I'article est intitulé «A propos d' une
étrange mal adie du cortex cérébral» (8) (9).

Aprés L’étude histologique du cerveau de la patiente Alzheimer découvre la
signature anatomique de la maladie et I’ intitule «dégénérescences neuro-fibrillaires» (10).
A lasuite de cette premiére observation, ¢ est Kragpelin qui, en 1912 (9) dans son traité de
psychiatrie parle pour la premiere fois de la « maladie d’ Alzheimer » définie alors comme
une démence du sujet jeune, rare et dégénérative. |l fallait attendre le dernier tiers du XXe

siécle pour que les connaissances rel atives a la mal adie d'Alzheimer s'affinent.

2. Symptémes et évolution dela maladie:

La maladie commence toujours par une phase asymptomatique qui peut durer plus
de 20 ans (11), au fur et amesure qu'’ elle affecte les régions du cerveau, elle vaentrainer la
perte de certaines fonctions ou habiletés (12).

Le début est insidieux; marqué par | installation progressive de troubles mnésiques,
phasiques, de problémes de praxies et de gnosies ainsi que par une atteinte des fonctions
exécutives (13). Il existe également des manifestations psycho-comportemental es associées
aux troubles cognitifs (14) perturbations de I’humeur (anxiété, dépression), instabilité
psychomotrice, hallucinations, idées délirantes.

La durée moyenne de sont évolution est de 5 a 9 ans, aterme, la maladie provoque
une détérioration de |’ état général. Les troubles des conduites alimentaires et les difficultés
de déglutition sont souvent a I’ origine d’un amai grissement important avec altération des
défenses immunitaires. Cela favorise les complications infectieuses qui sont souvent a
I’ origine du décés (15).

3. Lediagnostic:

En absence de marqueurs diagnostiques fiables de la maladie d'Alzheimer, seule
|'étude anatomopathologique du cerveau permet le diagnostic de certitude. La stratégie
diagnostique repose sur un faisceau d arguments cliniques et paracliniques, réalisant un
diagnostic d’exclusion en éliminant les autres affections qui présentent des tableaux



proches et qui seraient susceptibles de bénéficier de traitements spécifiques (tumeurs,
hématome ou accident vasculaire cérébral) (16).

L’utilisation des critéres répondant & une standardisation internationale (comme
ceux du DSM-1V (15) et ceux du NINCDS-ADRDA et de Mc Khann et coll. (14), permet
de retenir le diagnostic de maladie d’ Alzheimer possibleu probable avec une probabilité
comprise entre 90 et 95 % (16) (17). lIs permettent en outre d' éliminer un certain nombre

de diagnostics différentiels (17).

4. Physiopathologie da la maladie:

La nature neurodégénérative de la maladie d’ Alzheimer se traduit par I’installation
progressive et irréversible dans le cortex cérébrale de Iésions histopathologique bien
précises, qui sont les plaques séniles (PS) (18), les dégénérescences neurofibrillaires
(DNF) (19), et les dégénérescences granulo-vasculaires (DGV). Elles s accompagnent
d’ une dépopulation neuronal e avec atrophie corticale.

4.1. Lesdépbts amyloides:

Il existe 2 types de dépbts amyloides extracellulaires. Les premiers sont localises au
centre des PS et les autres entourent la paroi des vaisseaux pour former |'angiopathie
amyloide.

4.1.1. Lesplaques séniles:

Ce sont des dépots extracellulaires affectant une forme sphérique composés d’'un
centre amyloide d’environ 10 a 20 um de diamétre, (20) entourés de prolongements
neuritiques en voie de dégénérescence, de cellules microgliales activées, d'astrocytes, des
composants précoces de la cascade du complément, |’ antichymotrypsine, différents types
d interleukine ont été identifiés au sein de la plague sénile et témoignent d’un processus
inflammatoire persistant (21). (figl)
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Figurel: lesplaques séniles (10)
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En microscopie électronique, le centre amyloide est constitué d’un enchevétrement
de filaments rectilignes formeés du peptide amyloide A& (22).



Ce peptide provient d'un clivage anormal d’une glycoprotéine membranaire (Amyloide
precursor protéine (APP)) donnant le petit peptide hydrophobe qui se décline sous
plusieurs longueurs : 39, 40, 42 et 43 AA (23).

4.1. 2. Angiopathie amyloide :

Ce terme concerne I’ accumul ation de matériel protéique amyloide dans la paroi des
vaisseaux cérébraux, fréguemment observée chez les malades Alzheimer (24). Il désigne
également une affection autonome, appartenant au groupe des démences artériopathiques
(25), caractérisée par des hémorragies et des ramollissements cérébraux récidivants.

4.2. Les dégénér escences neurofibrillaires (DNF) :

Les DNF sont retrouvées en microscopie photonique et aprés imprégnation
argentique dans les cytoplasmes des neurones sous la forme d’ épais trousseaux de fibrilles
anormaux pouvant réaliser des aspects en flammes (fig 2), déformant souvent le neurone et
excentrant le noyau (26).
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Figure 2 : Lesdégénérescences neurofibrillaires (DNF) (10)

Ces structures seraient issues du cytosguel ette normal du neurone (neurofilaments
et microtubules) réalisant un aspect dégénéré. Constitués, entre autre, d'une forme
hyperphoshorylée de la protéine tau qui prend I’ aspect de paires de filaments hélicoidaux
(PFH) (27).

4.3. L atrophiecorticale:

La perte neuronale et synaptique pendant la maladieinduit I'atrophie cérébrale qui
s accompagne d'une dilatation du systéme ventriculaire, un agrandissement des espaces
périvasculaires et un élargissement des sillons corticaux (fig 3). Le poids du cerveau
diminue au cours de la maladie (200 a 300 g, soit 15 a 25 % selon la plupart des auteurs)
(28) (29).



Figure 3 : Schéma comparant un cerveau sain (a droite) et un cerveau atteint dela
maladie d’ Alzheimer (177).

5. mécanismes moléculaires dela maladie:

5.1. Les mécanismes de for mation du peptide Ap :

Le polypeptide AR résulte du clivage d'une protéine de grande taille nommée APP
(amyloid protein precursor) (30).

5.1.1. Expression et Heterogenéité del’ APP :

Le gene de I'APP fut le premier géne connu pour étre associé a une forme familiale
de la MA. Il est localisé sur le bras long du chromosome 21 en position 21g21.2, il
appartient a la famille des genes domestiques ubiquitaires exprimés dans une variété de
tissus dont e systéme nerveux, le sang, le tractus digestif et la peau, I’ APP est tres rependu
dans I’ organisme (31).

La partie transcrite du géne de I’ APP est constituée de 18 séquences éxoniques (32)
qui suite a I'épissage alternatif (splicing) donne plusieurs ARNm, aboutissant a la
transduction de différentes isoformes de protéines APP (fig4). L'épissage au niveau des
exons 7 et 8 conduit al'expression des 3 isoformes majeurs de 695, 751 ou 770 AA (33).

Ces protéines sont soumises a diverses modifications post-traductionnelles, telles

gue des O- et N-glycosylations, des sulfatations ou des phosphorylations (34).
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Figure 04 : Epissage alter natif aboutissant a la for mation des différent isofor mes
delaprotéine APP (177)

Les ARNm des 3 isoformes majeures ont été trouvés dans le cerveau, I’ APP 695 y
serait I'isoforme la plus abondante et aurait une expression principalement neuronale, il
pourrait faciliter e contact entre les cellules, I’ adhérence a la matrice extraneuronales et |a
stabilité des synapses. Les autres isoformes, L’ APP 751 et I'APP 770, sont trouvées dans
tous lestypes cellulaires.

Ces trois isoformes contiennent la séquence A3 codée a partir exons 16 et 17 et sont

ainsi amyloidogeénes (35).

5.1.2. Lecatabolisme del’ APP:

Les isoformes d'APP a expression neuronale sont des glycoprotéines
transmembranaires d’environ 110-135 KDa présentant d’un part et d’autre du domaine
intramembranaire, un long domaine N-Terminale extra cytoplasmique correspondant a
80% de la masse de la protéine, et un court domaine C-terminal e (36).



Le domaine de I’APP qui correspond au peptide AR se situe a la jonction des
domaines extracellulaires et membranaires. L’ APP est métabolisée de fagcon congtitutive
via deux voies biologiques: |a voie non-amyloidogénique et 1a voie amyloidogénique (37).

Ces 2 voies se distinguent I'une de l'autre essentiellement par le type d'enzymes
impliquées dans le clivage de I'APP, et par |es métabolites (fragments) qu'ell es engendrent.

5.1.2.1. Voie non- amyloidogénigue de maturation del’ APP :

C'est la voie plus commune, elle ne produit pas de peptides amyloides, elle fait
intervenir 2 clivages endoprotéol ytiques orchestrés par lo-sécrétase, et |a y-sécrétase.

Les trois isoformes majeures de I’ APP contiennent un site de clivage protéolytique
situé dans le domaine extra cellulaire a I'intérieur de la séquence A (lysl6/ leul?7)
composée des 28 acides aminés jouxtant le domaine trans-membranaire et des 12 a 14

résidus voisins faisant partie du domaine extra-membranaire (38) (39). (fig 5.a)
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Figure5 (a) : voienormale dela maturation del’ APP (93)

Les dérivés sécrétoires issus du clivage de I’ APP ont plusieurs fonctions biologiques,
ils peuvent jouer un role dans la transmission des signaux de la membrane vers le noyau

(signalisation cellulaire).

5.1.2.2. Lavoie amyloidogénique de maturation de |’ APP :
Dans cette voie de maturation, le clivage de I'APP se fait en premier par une

protéase lysosomiale la B-Sécrétase (40).



La coupure de I'APP par la B-sécrétase se fait entre les AA 671 et 672 de I'APP ;
cette réaction libére un domaine extracellulaire, I'MPPs-p (41), et un fragment
carboxyterminal transmembranaire de 99 AA, le C99. Ce fragment contient la région
correspondante a la partie aminoterminal e du peptide AB qui sera par la suite clivé par lay-
sécrétase. |l apparait alors 2 fragments : I'APP solublep (APPsB) et les peptides AB. (Fig
5.b)
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Figure5 (b): voie amyloidogénique de la maturation del’ APP.(93)

5.2. Hypothése de la cascade amyloide :

On saccorde généralement sur le fait que la cascade amyloide est le facteur
étiologique central de la maladie d’ Alzheimer (42), dans lagquelle un déséquilibre entre les
mécanismes de production et les mécanismes de dégradation/évacuation de I’ 48 serait a
I’ origine de son agrégation (43).

La protéine amyloide béta s'accumule dans le milieu extracellulaire puis s agrege
avec différentes substances. L’ effet neurotoxique de ces dépbts amyloides est complexe, a
lafoisdirect et indirect.

Les plaques produisent des effets chémoattractants et activateurs sur |es monocytes
et les astrocytes qui liberent des cytokines et initient une cascade inflammatoire (44).

L'accumulation d’AB et I’activation de la microglie augmente la libération de
radicaux libres (48) accroissant le stress oxydatif (45) (49), et favorise des processus
métaboliques menant a |’ apoptose en provoquant |’ altération de la membrane cellulaire
(46).



Ces événements alterent |’homéostasie ionique, qui se traduit par une entrée
excessive de calcium dans les neurones (47), qui va suractiver les PkC (phospho-kinases a
calcium), provocant une hyperphosphorylation de la protéine tau, un dysfonctionnement
neuronal, une perte de synapses, une diminution du nombre de dendrites, une diminution
des neurotransmetteurs et la mort cellulaire.

5.3. Mécanismes de formation des dégénérescences neur ofibrillaires (DNF) :

En microscope, les axones des neurones en dégénérescence se présentent sous la
forme d'une spirale toute torsadée. Le fait que |'axone soit dans cet état prive les
composantes du neurone des substances essentiel | es.

5.3.1. Hyperphosphotrylation dela proténe TAU :

Les protéines tau appartiennent a la famille des MAP (microtubule-associated
proteins) (50), elles sont a expression principalement neuronales et jouent un role
important dans la polymérisation des microtubules et dans le flux axonal.

Le géne de tau est localisé sur e bras long du chromosome en 17g2154. Le transcrit
primaire contient 16 exons (51). Il y a six isoformes de protéines tau dans le cerveau adulte
(52).

La protéine tau est divisée en deux grandes régions : la partie N-terminal e appel ée «
Domaine de projection » et la partie C-terminale hommée « Domaine de liaison aux

microtubules ». (fig 6.a).
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Les interactions avec les dimeéres de tubuline s effectuentvia le domaine carboxy-
terminal des protéines, partie de la molécule beaucoup plus basique que le reste de la
protéine, ce domaine possede des séquences répétées codées par les exons 9-12.

Les trois isoformes de tau dépourvues de la séquence codée par |’ exon 10 possedent
trois domaines de liaison aux microtubules (3R) et les trois isoformes comportant cette
ségquence possedent quatre de ces régions répétitives (4R) Chacun des motifs répétés
présente 18 Acides Aminés conservés au cours de I’ évolution (70), ces domaines répétés se
voient séparés par des séquences plus ou moins conservées de 13 a 14 Acides Aminés
nommeées « Région inter-repeat ». Le Domaine de projection permet |’interaction de tau

avec la membrane neuronale (53). (fig6.b)
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Figure 6 (b): liaison et stabilisation des microtubules (177)

Dans un cerveau normal, la proportion d'isoformes 3R et 4R est identique.
Cependant, |’ interaction avec les microtubules est beaucoup plus forte pour les formes a 4
domaines, ce qui leur confére une meilleure stabilité (54).

Les protéines tau reglent également la stabilité des microtubules en fonction de leur
état de phosphorylation. 1l existe 80 sites potentiel s de phosphorylation sur la protéine Tau
dont plus d’ une vingtai ne sont phosphory|és.

La phosphorylation est la principale modification post-traductionnelle des protéines
tau, surtout de part e dautre des domaines de liaison aux microtubules cette
phosphorylation de tau est réglée par de multiples kinases (55).

La protéine tau hyperphosphorylée est le constituant majeur des PFH (paires de
filaments hélicoidaux)(56), de nombreuses hypothéses ont été émises pour expliquer cette



phosphorylation anormale, la neurotoxicité de I’ AR, perturbation de I’homéostasie du
calcium,... Elles sont pour la plupart non exclusives ou méme synergiques mais aucune
n’est clairement démontrée (57).

D’aprés la théorie de la cascade amyloide I'entrée des quantités massives de
calcium et de I'AB dans le milieu intraneuronal, vont suractiver les kinases qui vont a leurs
tour hyperphosphoryler les protéines Tau, il Sensuit une perturbation du réseau
microtubulaire et du transport axonal. L’atteinte de ce systéme vital entraine la
dégénérescence du neurone. Les connaissances actuelles sur |a pathogenése de la maladie
d’ Alzheimer ne permettent pas d’ établir si I” hyperphosphorylation de tau est une cause ou
une conséquence de la démence. (58)

L’ AR peut entrainer la mort neuronale par ses propriétés neuromodulatrices négatives
des neurotransmetteurs, elle abaisse énormément |'efficacité de la transmission synaptique
cholinergique des neurones, particulierement de ceux de I'hippocampe, Le déficit

cholinergique peut atteindre jusqu'a 90 % dans les stades sévéres de lamaladie (59).

6. Causes et facteursderisque dela maladie:

La maladie d’ Alzheimer est d’origine multifactorielle, les mécanismes causals de
cette pathologie sont loin d'étre élucidés. L’ age est le principale facteur de risque de la
MA, lamajorité des malades (>95%) ont un &ge de début supérieur a 65ans représentant la
forme a début tardives de la maladie (LOAD, late-onset AD), alors que 1-5% seulement
ont un début précoce (EOAD, early-onset AD) survenant bien avant 65 ans (60).

Les deux formes (LOAD et EOAD) sont cliniquement indiscernables, cependant la
forme précoce est généralement plus sévére avec une progression plus rapide (60).

Apres |'age |'hérédité est le facteur de risque le plus important, les études de
populations de jumeaux indiguent que sa fréguence est plus élevée chez les jumeaux
monozygotes que chez dizygotes, et les éudes de famille suggérent une importante
composante genétique, dans laguelle la MA est transmise de maniére autosomique
dominante avec une pénétrance compléte (familial AD, FAD) (61)

La majorité des cas de la MA (90-95%) sont sporadiques, sans antécédents
familiaux et a étiologie multifactorielle, la proportion des formes tardives (LOAD) ayant
€té attribués a des facteurs génétiques est de 37% a 83%. Cependant, dans la majorité des
cas de LOAD il n'y aaucun modele clair de transmission, et seulement 10% de la totalité
des EOAD présentent une histoire familial et apparait transmis d’ une maniére autosomique
dominante, qui est I’ équivalent de moins de 1% detousles casdela MA (62).



Gréce a des éudes d' analyse de liaison génétique, et les méthodes du clonage
positionnel, les genes impliqués dans |a genése de la maladie ont été isolés. Ces génes
présentent des mutations majoritairement faux-sens ont été répertoriées sur le géne de la
préséniline 1 (PS1) de la préséniline 2 (PS2), et sur le gene de la protéine précurseur de
I’amyloide (APP). Ces génes mutés causent la pathologie avec un patron autosomal
dominant (61) (62).

6.1. Les mutations dansle gene précurseur amyloide:

Il'y avais eu plusieurs tentatives i nfructueuses pour démonter |’ association laMA a
I”APP jusgu’ & ce que Goate et coll (63) ont retrouvé chez une seul famille laliaison de la
MA avec le chromosome 21, la ségrégation de la maladie chez cette famille été due a une
substitution Val—Ile au niveau du codon 717 de |’ APP ‘ London mutation’ (63).

Aprés la découverte de la premiere mutation, plusieurs autres mutations ont éé
répertoriées sur le géne de I’ APP, chez plusieurs familles dans |le monde.

Le début des manifestations cliniques dans les familles portantes des mutations
dans les genes APP varie entre 43 et 62 ans (64). Ne représentant que 3-5% de |’ ensemble
descas desformes familiales a début précoce et 0,5% de latotalité de casde |’ AD.

Les conséguences biochimiques des mutations du gene APP a I’origine de la MA
font |’ objet de nombreux travaux, les cellules transfectées par |es séquences APP mutantes
synthétisent plus de AB-40 et AB-42(43) que les cellules hébergeant la séquence APP
sauvage. Ainsi que des quantités accrues de AB-42 ont été observée aussi bien dans les
cellules que dans le sérum chez les patients MA porteurs des mutations APP(64).

6.2. Genesdes préséniline :

6.2.1. géne et mutation dela préséniline 1 :

En 1995, un nouveau géne fut identifié et associé au développement d une forme
familiale de la maladie d’ Alzheimer, et en raison du caractére précoce de la manifestation
del’MA chez ces familles on la appel é présiniline 1 (PS1).

Il est composé de 12 exons, les deux premiers étant non codons (65), le cadre de
lecture code potentiellement une protéine intégralement membranaire de 467AA
comportant 8 domaines hydrophobiques transmembranaires, dont les domaines N-
terminale, C-terminale et la boucle sont des domaines hydrophiliques se situant dans le

coté cytoplasmique (66).



La boucle hydrophile se retrouve entre les domaines transmembranaires 6 et 7 et
une partie hydrophobe de la boucle est présente entre la thréonine a la position 291 et
I”alanine a la position 299(66)(fig 7).

PS1 est transcrit dans |e systéme nerveux central, essentiellement dans les neurones
ou elle se retrouve dans le corps cellulaire et les dendrites et les cellules gliales (67) ainsi
qu’ au niveau des tissus périphériques (68).

Notamment, il a été bien établi qu’elles subissent une coupure endoprotéolytique
par une activité nommée « présénilinase » au niveau de sa partie acidique hydrophilique
(entre les acides aminés 292 et 298) (69). |l en résulte une accumulation de 2 fragments
prédominants d'un poids approximatif de 28 kDa (N-terminal, NTF) et 18 kDa (C-
terminal, CTF) ainsi qu'une faible quantité résiduelle (holoprotéine) de PS1 intact
d environ 49 kDa. (69).

Il apparait que les produits N- et C-terminaux de protéolyse des présénilines sont
stables et interagissent et forment des hétérodiméres stables (NTF/CTF) (70) qui

correspondent aux complexes biologiquement actifs des présénilines.
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Figure7: Lastructure des présénilines. (219)

Les présénilines présentent des propriétés remarquabl es de protéines chaperons (71)
capables d'interagir avec de nombreuses protéines, et notamment avec I’ APP, le fait que
les présénilines interagissent avec I’ APP est sans doute le premier indice indirect d’'un
contréle de la maturation de I’ APP par les présénilines.



Les études portant sur la caractérisation du métabolisme des présénilines ont
permis de démontrer que I’ activité enzymatique de typey-secrétase était étroitement liée au
complexe de haut poids moléculaire contenant | hétérodimére NTF/CTF (72).

Le gene de présiniline est considéré comme le géne majoritairement impliqué dans
les formes autosomiques dominantes de laMA détecté chez 70% de tous les cas familiaux
d’ AD amanifestation précoce (72).

A ce jour plus de 50 mutations différentes ont été décrites sur le PS1 dans plus de 50
familles (73), La majorité sont des mutations faux sens. A part Une mutation d’ épissage
qui Ote I’exon 9 a été identifié dans une seule familleLes mutations sont tres largement
distribuées tout le long du cadre de | ecture de PS1 avec une prédominance pour |e domaine
transmembranaire 2 (30%) et la grande boucle hydrophile 6 (37,5%) (73).

6.2.2. Géne et mutation dela préséniline 2 :

Ce géne PS2 a été isolé a |’ aide d’une sonde PSL, il était identifié gréce a sa forte
homologie de séquence en acides aminés 67% avec le gene de PS1 (74), la protéine PS2
est composés de 475 acide aminée, avec 6 a 8 domaines transmembranaires, et présente
des fonctions biologiques similaires ala PS1.

Les mutations du PS2 sont rares et a pénétrance incompl éte, trois mutations faux
sens on été décrites dans le gene de PS2 (75). Elles sont présentes que chez moins de 1%
des familles avec EOAD et 1'&ge de début semble plus tardif que dans les formes
associées a une mutation de PS1.

Les expériences in vivo ont suggérées que la protéine PS1 mutante altere le
processus protéolytique de I'APP sur la partie C-terminal de I' A3 pour favoriser la
déposition de I’ A42 le peptide amyloide le plus long, et le plus amyloidogene (73).

6.3. Autresfacteursderisque:

Les travaux de recherche ont tenté de mettre en évidence des facteurs favorisant la
survenue de lamaladie ou " facteurs de risque ". Les autres facteurs sont soit des facteurs
de susceptibilité génétique soit des facteurs environnementaux, les uns et les autres
pouvant étre associés et interagir. L'étude des facteurs de risque dans ces cas est délicate
comme le montrent les résultats des éudes épidémiologiques souvent contradictoires
jusgu'a maintenant (76).

Les études de jumeaux suggérent I’intervention de puissants facteurs de
I”’environnement : dans I’ une des plus importantes, 7/I 7 paires de jumeaux monozygotes,



2/5 paires de dizygotes étaient concordantes. Bien entendu, les limites de telles études (par
exemple, la survenue possible de la maladie a des ages différents), sont certaines. Il n'en
est pas moins vrai que la génétique seule peut expliquer les faits (77).

Parmi les principales pistes d explication explorées, I’une des premiéres a été la
toxicité chronique de I’aluminium, trés débattue en raison, notamment, de la particuliére
ubiquité de ce métal (78).

De trés nombreux autres agents ont &é incriminés, tels que les solvants,
I’ exposition a des faibles doses de plomb, et a des champs électriques ou magnétiques.
Aucun d’entre eux ne parait, actuellement représenter un risgue sérieux.

Les traumatismes craniens, qu’il s agisse de traumatismes répétés (en raison de la
rare démence pugilistique des boxeurs, qui ressemble ala MA) ou banals, restent encore
des facteurs adiscuter (79).

Les facteurs de risque vasculaire (essentiellement |I” hypertension artérielle) ont é&té
récemment mis en cause par de nombreuses études épidémiologiques.

L’influence protectrice de certains facteurs de I’environnement a été décrite. 11
S agit surtout du traitement par les oestrogenes, les anti-inflammatoires non stéroidiens et
les antioxydants, comprenant la vitamine E et la segiline (77).

Toutes ces données font I’ objet de controverses et doivent étre confirmeées par les
€tudes prospectives contrblées en cours. D’autres facteurs sont encore plus débattus,
comme |a protection apportée par le niveau d’ éducation éleve, la consommation de doses
modérées de vin, de benzodiazépine ou de tabac (77).

La connaissance des facteurs de risque de cette maladie plurifactorielle, s appuie
sur plusieurs grandes éudes épidémiologiques (PAQUID, Framingham,
Rotterdam,.......... ).



1- Apolipoprteine E

A coté des genes qui interviennent dans le cadre de formes autosomiques
dominantes de MA un quatriéme gene a été identifié, qui agit autant que facteur de risque
delamaladie. Il s'agit du gene de |’ apolipoprotéine E (apoE).

11.Legenedel'apoE:

Le gene de I'apo E est situé a l'extrémité centromérique de I'ensemble d'une famille
de génes codant pour le groupe apolipoprotéine E, Cl, et Cll, sur le chromosome 19, dans
larégion q13.2 (80).

Ce gene de 3,7 kb codant un ARNm d’une longueur de 1163 paires de bases (81)
comporte quatre exons et trois introns. Les tailles des exons de I’extrémité 5 vers
I’ extrémité 3' sont respectivement 44,66 ,193et 860 nucléotides, celles des introns sont de
760, 1092 et 582 nucléotides. Le premier exon est non codant, le deuxiéme exon code pour
un peptide signal (18 acides aminés), le troisieme exon pour les 61 premiers acides aminés

et le quatrieme pour I'essentiel de la protéine mature (81) (80). (Fig 8)
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Figure8: genedel’apoE

1.2. Laprotéineapo E e ses modifications post-traductionnelles:

L'apo E est clivé par une peptidase pour |es 18 acides aminés composant |e peptide
signal, lors du passage a travers la membrane du réticulum endoplasmique (82), I'apo E
intracel lulaire subit des O-glycosylations, accompagnée de sialylation qui alieu a un seul
site de I'apo E, a la thréonine 194. La protéine est ensuite secrétée et désialylée
extracellulairement. 90 % de I'apo E plasmatique est désialylée. L'apo E mature secrétée
est une protéine de poids moléculaire apparent de 34 kDa (299 acides aminés) (83).

Les substitutions des acides aminés aux positions 112 et 158 des trois principal es
isoformes de I'apo E induisent des changements de point isoélectrique (apo E2, pl=5,5; apo
E3, pl=5,4; apo E4, pl=5,3) (84).

1.3. Structure:
L'apo E comporte deux domaines structuraux correspondant & deux domaines

fonctionnels, qui peuvent &re individualiseés par clivage alathrombine (85) (fig9).
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Figure 9: model del’apo E (287)

La partie N-terminale (1-191) (22 kDa) comporte quatre hélices a-amphiphiles de
22 acides aminés (caractéristiques des apolipoprotéines) arrangées de facon antiparalléle
110 et un domaine riche en acides aminés basiques (lysine et arginine) un domaine de
charges positives qui représente un site de fixation a I'héparine (142-147) et de liaison
avec le récepteur LDL de charges négatives (141-155) (86).

La partie C-terminale (216-299) (10 kDa) contient trois hélices constituées
respectivement des acides aminés (203-223), (225-266) et (268-289). Cette derniére joue
un role majeur dans le transport des lipides, grace a un site de liaison aux lipides (244-
272). Ainsi que dans la tetramérisation de I’ apoE. Plus précisément, le fragment (263-286)
semble jouer un réle crucial dans la liaison aux lipides en particulier |’association de
I’apoE aux VLDL. Bien que les deux domaines (N-terminal et C-terminal) soient
indépendants, ils peuvent avoir une influence de I'une sur les propriétés de I'autre (85)
(86).

La partie (192-215) située entre ces deux domaines fonctionnels est une région de
structure non ordonnée, sensible au clivage protéasique, et contenant un site potentiel
d'attache glycannique localisé sur lathréonine en position 1944 (86).



1.4. Polymor phisme de |’ apoE :

L'apo E existe sous trois isoformes principales E2, E3, E4, produits des alleles €2,
€3, ed. La fréquence des alleles varie selon les populations, toutefois |'isoforme E3 reste la
plus fréquente 112. Ces trois isoformes peuvent donner six génotypes. trois génotypes
homozygotes (E2/E2, E3/E3, E4/E4) et trois génotypes hétérozygotes (E3/E2, E3/E4,
E2/E4) , le génotype le plus commun est E3/E3. (Fig 10)

Les différences entre les trois alléles résultent d'une transition de cytosine a thymine
aux positions correspondantes, modifiant les sites de restriction Hhal 113. L'apo E3
comporte une cystéine au résidu 112 et une arginine au résidu 158; la cystéine est présente
a ces deux résidus pour I'isoforme E2, et I'arginine & ces deux mémes positions pour 1'apo
E4 (87).
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Figure 10 : ApoE et son polymor phisme (249)

De part leur composition, les isoformes de I'apo E forment des complexes
différents: |a présence des cystéines en position 122 et 158 de |'apo E2 permet la formation
de diméres et de multimeéres; la seule cystéine en position 112 de |'apo E3 autorise la
formation de dimeéres; |I'absence de cystéine a ces positions, remplacées par des arginines

dans I'apo E4 impose la présence de cette i soforme sous forme monomérique (87)

L'apo E est un des composants des lipoprotéines. Elle est un des constituants des
VLDL , des HDL , et des chylomicrons. L'apo E3 a une préférence pour former des
complexes de type HDL, de méme que I'apo E2; |'apo E4 forme plutét des VLDL (88).



Cette interaction spécifique des isoformes de I'apo E avec les lipoprotéines pourrait étre

due a une structure différente de cestrois protéines apo E.

Dans I'apo E4, une liaison Arg 112- Glu 109 existe et induit une structure favorisant
la liaison de I'Arg 61 avec |'acide glutamique 255, appartenant au domaine C-terminal,
L'Arg 61 joue un rble primordial dans la formation de la structure tridimensionnelle de
I'apo E4 (89), en tant que charge positive interagissant avec le domaine C-terminal.

Dans I'apo E3, la liaison de I'acide glutamique 109 avec le résidu 112 ne sétablira
pas, puisque c'est une cystéine; en conséquence, I'Arg 61 sera positionnée différemment et
ne pourrainteragir avec |'acide glutamique 255.

Ce mécanisme semble unique a I'hnomme. A I'exception du lapin et du boeuf
(Cysl12), toutes les autres espeéces ont une Arg en position 112 et 158 de |'apo E,
comparable a I'apo E4 humaine, mais n'ont pas d'Arg en position 61 (90). Ces exceptions
des isoformes humaines leur conférent des propriétés particulieres, comme la préférence
de I'isoforme E4 pour former des complexes VLDL (91).

1.5. Distribution tissulaire:

L'apo E est synthétisé par de nombreux tissus. Des quantités importantes dARNmM
d'apo E ont é&é détectées dans le foie, le cerveau, les poumons, les reins, les ovaires... La
source majeure de production d'apo E est le foie: il serait al'origine des 2/3, voire des 3/4
de I'apo E plasmatique (92). Le second site de production de I'apo E est le cerveau (environ
1/3 de I'apo E du foie) (92). Sa synthese peut étre effectuée au niveau du systéme nerveux
central par les oligodendrocytes, la microglie et plus particuliérement les astrocytes (93).

La présence de la protéine apo E est aussi mise en évidence dans les cellules
nerveuses (94), La capture par les neurones, de |’ apoE sécrétée par les astrocytes, pourrait
expliquer cette localisation intra-neuronale. Cette hypothése est renforcée par I’ existence
de nombreux récepteurs de I’ apoE dans le cerveau dont certains sont plus spécifiques de la
population neuronale. Elle est aussi présente de facon notable dans le liquide céphalo-
rachidien. L'apo E est la principal e apolipoprotéine du systéme nerveux (95).

1.6. Lesrécepteursdel'apoE :

Les complexes apo E/ lipides sont internalisés par les cellules grace aux différents
récepteurs. La majorité des récepteurs aux lipoprotéines contenant I'apo E font partie de la
famille des récepteurs LDL, le récepteur LDL est exprimé dans |es terminaisons nerveuses
et sur les astrocytes (96) - le récepteur LRP, ou récepteur a2 macroglobuline, est
majoritairement exprimé dans les neurones et plus faiblement dans les astrocytes (97).

Tableau (1) en annexe.



Le polymorphisme des isoformes E2, E3 e E4 interviennent au niveau du site
dinteraction avec les récepteurs LDL et entrainent des changements de charges. Ces
changements pourront modifier les interactions avec les récepteurs. L'isoforme E2 serait
moins affine que les isoformes E3 et E4 pour ces récepteurs, |'isoforme E4 étant elle plus
affine gu’ E3. De méme, I'apo E2 est moins affine pour le récepteur LRP qu’ E3 ou E4 (98).

1.7. Rolede I’ apoE :

En plus des fonctions communes attribuées aux apolipoproteines, dont sont role
dans la clairance plasmatique des lipoproténes riches en triglycérides |'apoE est une
composante majeure prenant part dans le processus générale d’ homéostasie du cholestérol.
Son réle dans |e métabolisme lipidique faisant I’ objet de travaux de plusieurs groupes, et
qui révele la capacité qu’ avait I’ apoE de diriger la destinée métabolique des lipoproteines.

L'apo E joue un rdle clairement établi dans le transport des lipides, mais il est
probable qu'elle joue d'autres réles notamment au niveau du systéme nerveux.

1.8. L’ apo E dansle systeme nerveux :

De nombreuses études tentent de déterminer la fonction de I’ apoE dans le systéme
nerveux normal ce qui permettrait d établir en conséguence des hypothéses sur son réle
dans certaines pathol ogies.

Les premiers travaux remontent a I’année 1986. A cette époque, des modéles
animaux ayant subi une lésion du nerf sciatique ont permis de démontrer I’implication de
I”apoE dans le stockage et la redistribution du cholestérol nécessaires a la régénération
neuronal e périphérique (99).

Les souris déficiences en apoE ont permis de mettre en évidence le réle de |’ apoE
dans le systéme nerveux central (SNC). Ont pu observer que cette apolipoprotéine est
impliquée dans la plasticité et dans le maintien de I'intégrité des synapses et des
terminai sons nerveuses du systeme nerveux centra au cours du vieillissement. De plus, les
souris déficientes en apoE ont une faible capacité de réparation neuronal e apres |ésion avec
en particulier une forte perturbation du réseau cytosquel ettique.

Plusieurs éudes ont essayé d' élucider les mécanismes impliqués dans la fonction
de I’apoE sur le cytosquelette neuronal mais les résultats semblent contradictoires et
pourraient dépendre du systeme cellulaire éudié. Ainsi, |I’apoE3 favorise la croissance
neuritique de neurones de ganglions dorsaux de lapin (100), et des cellules de
neuroblastome Neuro2a transfectées avec |’ apoE3 ont également une pousse neuritique
favorisée. Par contre, I’apoE4 n'affecte pas la croissance des neurites dans le cas des



Neuro2a transfectées ou bien elle inhibe cette croissance et déstabilise le réseau
microtubulaire des neurones de ganglion dorsaux de lapin (102).

In vitro, il a éé démontré que |’ apoE pourrait effectivement avoir une action sur le
réseau microtubulaire en favorisant la polymeérisation de la tubuline en microtubules.
Cependant aucune différence en fonction de I'isoforme de I'apoE étudiée n'a pu étre
observée.

D’autres travaux ont démontré que |’ apoE gjoutée dans le milieu de culture de
lignées cellulaires de type neuronal pouvait étre toxique (102). La méme observation a été
faite au sein du laboratoire sur la lignée de neuroblastome SKNSH-SY5Y différenciées.
L’apoE entraine une rétraction des neurites des cellules différenciées et, de méme,
I"isoforme E4 S est avérée plus dél étére que I’ isoforme E3.

L’intervention de I’apoE dans le systeme nerveux central ne semble donc pas
limitée a son rdle de transporteur du cholestérol. L’ apoE pourrait également jouer un role
dans la stabilisation du cytosguelette neuronal, la croissance neuritique et la toxicité
neuronale.

La compréhension de la fonction de I'apoE dans le SNC est primordiale pour
appréhender son implication dans le maintien de I’intégrité du cerveau au cours du
vieillissement mais aussi dans |la maladie d’ Alzheimer ou son mécanisme d’action reste
controversé. L’ensemble des résultats montre qu'il est important d'élucider le réle
extracellulaire mais aussi intracellulaire de I’apoE sur les neurones et en particulier de
déterminer son action sur le cytosquel ette (100).

2. Apolipoprotéine E et maladie d'Alzheimer :
2.1. ApoE et |ésionsde la maladie:

Les études génétiques ont décrits I'alléle e2 comme facteur protecteur et |'allele e4
comme facteur de risque pour lamaladie d'Alzheimer.

Des études immunohistochimiques des cerveaux de patients atteints de maladie
d'Alzheimer ont montré la présence d'apo E dans les dépbts amyloides extracellulaires,
ainsi que les dépdts vasculaires, dans les astrocytes et dans quel ques neurones contenant ou
non des PHFs (103). C'est la partie C-terminale de I'apoE qui est retrouvée au sein des
fibrilles amyloides des cerveaux Alzheimer (104). L'apoE est mise en évidence dans les
dépbts compacts d'amyloide, mais il existe une distribution régionale de I'apo E au sein des
dépbts diffus d'amyloides.

L'alléle e4 est un facteur de risque de la maladie, qui semble corréler avec des

données immunohistochimiques. Les sujets homozygotes pour |'alléle e4 ont un nombre



accru de dépbts amyloides au sein des vaisseaux et de plagues amyloides (105). De méme,
les PS sont plus nombreuses dans les cerveaux de patients Alzheimer possédant une
isoforme E4 de |'apo E par rapport & ceux ayant une isoforme E3. Une augmentation de
I'expression de |'apo E par les astrocytes est observée dans les cerveaux de patients.

Le polymorphisme de I'apo E peut également jouer sur les déficits neurochimiques,
et notamment sur le déficit cholinergique. Qui sont plus importants chez les patients
porteurs del'allele e4 (106).

2.2. Apo E et peptide amyloide:

La localisation de I'apo E au sein des plaques serait le résultat de son association
avec le peptide amyloide (107). La liaison du peptide amyloide et de |'apo E n'est pas
specifique de la maladie d'Alzheimer, car elle est retrouvée dans |'angiopathie cérébrale et
différentes pathol ogies cérébral es avec amyloidoses.

Les différentes isoformes ont des propriétés particuliéres vis a vis de laprotéine b
amyloide. Cette affinité de I'apo E pour le peptide Ab est discutée selon les auteurs. Deux
mécanismes sont donc proposés pour l'intervention de I'apo E dans I'amyloidogénése. Le
réle de |'apo E est isoforme spécifique quel que soit le mécanisme proposé, et implique une
liaison différente de I'apo E au peptide amyloide. Les isoformes de |'apo E différent dans
leur capacité: - soit a faciliter la déposition du peptide amyloide, en modulant la formation
de fibrilles et I'agrégation du peptide amyloide. - soit a aider a |'élimination du peptide
amyloide et retarder laformation des fibrilles (107).

2.3. Apo E: cofacteur del'amyloidogénése

L'apo E4 purifiée de plasma se lierait au peptide amyloide avec une affinité plus
importante que les autres alléles (108); ce sont des formes oxydées de |'apo E qui se lient a
I'Ab. Cette liaison a lieu pour I'apo E dans le domaine d'interaction avec les lipides. La
liaison de I'Ab avec I'apo E4 seffectue de fagon plus rapide que cellede I'apo E3 et de I'Ab
(109), et entraine |'apparition de fibrilles plus précocement (110).

L'association de I'apo E et du peptide amyloide aboutit donc a la formation de
fibrilles insolubles. La proportion dapo E par rapport au peptide amyloide serait
déterminante dans |'agrégation du peptide amyloide). L'Apo E favorise |'agrégation du
peptide amyloide. (111)

Les arguments les plus forts ont été récemment obtenus par |’ utilisation de souris
transgéniques pour e géne humain du précurseur du peptide amyloide muté au codon 717
(mutation responsable de formes familiales précoces de la maladie d Alzheimer). Ces

souris ont alors pour particul arité de développer de nombreuses plagues amyloides.



La quantité de dépbts amyloides est directement corrélée au nombre de copies du
gene de I’APOE murine (112). Chez ces souris, agées de 9 a 15 mois, I’APOE semble
nécessaire pour convertir des dépdts diffus d’amyloide (thioflavine-S négatif) en dépbts
fibrillaires plus mirs (thioflavine-S positif) et observer une sévére dégénérescence
neuritique. Il faut noter qu'une expression spécifique de I'isoforme APOE4 conduit a
davantage de dépdts fibrillaires (>10 fois) que I’expression de I’ APOE3. L'apo E4 est
environ deux fois plus active que I'apo E3, elle-méme deux fois plus active que I'apo E2.
L'association apo E2-apo E4 inhibe la formation des filaments amyloides. Ces résultats
suggerent donc que I’APOE murine affecte le développement de la maladie d’ Alzheimer
en facilitant la conversion du peptide amyloide en fibrille amyloide plus toxique (112).

L'apo E serait donc une molécule chaperonne pour la fibrillogénése, et c'est
I'isoforme E4 qui se lierait préférentiellement au peptide amyloide (113). La liaison de
I'apo E4 et du peptide amyloide expliquerait son réle en tant que facteur de risque.

2.4. Apo E: élimination du peptide amyloide :

D'autres auteurs, ont mis en évidence des résultats contradictoires: le peptide Ab se
lierait préférentiellement a I'apo E3 associée a des lipoprotéines, plutdt qu'a |'isofome E4
associée a des lipoprotéines. L'apo E2, sous forme de dimeéres, serait encore plus efficace
gue |'apo E3 pour la formation de complexes avec |e peptide amyloide (114).

L'efficacité a former des complexes entre I'apo E et le peptide amyloide est
inversement corrélée au risque de développer la maladie: I'apo E2, qui est un facteur
protecteur se lie préférentiellement au peptide amyloide. Le peptide amyloide et |'apo E ont
€té mis en évidence au sein de mémes vésicules dans les neurones (115); ces neurones
expriment en quantité importante le récepteur gp330. La présence de complexes solubles
apo E2/E3-Ab permettraient I'internalisation par des récepteurs de |'apo E dans les
cerveaux de patients atteints de maladie d'Alzheimer. Les résultats obtenus dans ce modéle
murin avec de I’APOE d’origine humaine sont plus complexes. En effet, la quantité de
dépbts amyloides diminue avec un nombre croissant de copies du géne de I’APOE
humaine chez les souris &gées de 9 mois. C'est seulement a 15 mois que les résultats
observés deviennent similaires a ceux obtenus avec de I’ APOE murine (116).

Si I’on fait abstraction des différences de séquences primaires entre les APOE
humaine et murine, ces observations indiquent que I’ APOE humaine interviendrait dans la
dégradation du peptide amyloide. Cette hypothése est soutenue par le fait que des cellules
microgliales immunoréactives pour I’ APOE sont localisées au centre des plaques séniles
(117).



Il a été proposé que le peptide amyloide, apres étre complexé a des lipoprotéines
contenant de I’ APOE, serait éliminé par I’ intermédiaire des récepteurs de I’ APOE et en
particulier de la protéine LRP (low density related protein) (118). En présence d'apo E4, le
peptide amyloide extracel lulaire ne serait pas ou peu éliminé.

Un argument supplémentaire en faveur du role protecteur de I'apo E est la
protection in vitro de la toxicité du peptide amyloide (119) avec un effet spécifique de
chaque isoforme (E3 étant plus efficace que E4 et moins que E2). L'apo E diminue les
effets toxiques en protégeant d'un stress oxydatif induit par |e peptide amyloide (120).

2.5. Apo E et protéinesdu cytosquelette :

Pour que I'apo E puisse interagir avec les protéines Tau, |'apo E doit se situer dans
le cytoplasme du neurone, ce qui a été décrit par. L'apo E éant décrite comme non
synthétisée par le neurone, elle doit étre internalisée par la voie des récepteurs, et échapper
a la dégradation par la voie endosomale/lysosomale. Les isoformes ayant des affinités
différentes pour les récepteurs, les divers variants de I'apo E ne se fixent pas identiquement
aux récepteurs neuronaux et ne soient donc pas internalisés de la méme facon.

In vitro, I'isoforme E3 a une affinité plus importante pour les protéines Tau que
I'isoforme E4 (121). Et la liaison des protéines Tau et de I'apo E intervient au niveau de la
région N-terminale de I'apo E (région de liaison aux récepteurs LDL) et dans la région de
laliaison aux microtubules des protéines Tau (122).

Les liaisons différentielles de I'apo E3 et de I'apo E4 aux protéines Tau peuvent
sexpliquer par I'absence d'une cystéine en position 112 sur I'isoforme E4. La cystéine, a
cette position de I'isoforme E3, pourrait intervenir dans la liaison aux cystéines présentes
dans la région de liaison aux microtubules des protéines Tau, qui sont nécessaires pour la
dimérisation des protéines Tau, et ainsi empécher la phosphorylation des protéines Tau et
leur dimérisation, puis laformation de PHFs.

Selon Mercken et Brion (1995), la phosphorylation des protéines Tau de souris
n'exprimant pas l'apo E n'est pas affectée. Par contre, les protéines Tau de souris
n'exprimant pas d'apo E sont plus phosphorylées que les protéines Tau de souris sauvages.
Selon Genis et al. (1995) une liaison de |'apo E3 avec les protéines Tau diminue la
glycation de ces protéines in vitro. L'interaction de I'apo E pourrait intervenir dans la
phosphorylation ou la glycation des protéines en masguant les sites sensibles. L 'association
de l'dléle e4 avec la maladie sexpliquerait par |'absence d'effet protecteur, de l'alléle
€3 (123).



Toutes ces hypotheses proposent un role indirect de I'apo E dans la maladie
d'Alzheimer. Cependant, un role direct de I'apo E peut aussi étre envisagé. D'aprés des
études sur le role de I'apo E dans le systéme nerveux, |'apo E module avec un effet
isoforme spécifique la croissance neuritique, et participerait a la réinnervation apres perte
cellulaire. D'autre part, I'apo E ou des fragments dérivés sont toxiques pour des cellules en
culture. Ces différentes voies pourraient agir en synergie, ce qui impliquerait un réle
prédominant de I'apo E dans |a maladie d'Alzheimer.

2.6. Expression et polymor phismes du promoteur del’apolipoproteineE :

L es données obtenues a partir des souris transgéni ques APP717 exprimant 0, 1 ou 2
copies du gene de I’ APOE suggérent qu’une variation de I’expression de I’ APOE chez
I”homme serait un déterminant de I’ étiologie de la maladie d’ Alzhei mer. Cette observation
est particuliérement intéressante puisgue, chez I’homme, en ne tenant compte que de la
seule combinaison des allélesc2, €3 et ¢4 et d’ autres marqueurs génétiques localisés sur le
locus de I’ APOE, on peut mieux définir des sous populations arisque (124).

La découverte de nouveaux polymorphismes dans le promoteur du gene de
I’APOE (-491 A—T, -427 C—T ¢ -219 G—T), capables de moduler le risque de
développer I’ affection renforce cette hypothese (125).

Si la plupart des éudes s accordent sur |’ association de ces polymorphismes a la
maladie d’ Alzheimer, la controverse réside dans I’ origine de cette association : provient-
elle uniguement du déséquilibre de liaison de ces polymorphismes avec |'alléle4, ou
ceux-ci jouent-ils un réle indépendamment de cet aléle, Une méta-analyse regroupant
plus de 3 800 sujets suggere des effets propres de ces polymorphismes (126).

En outre, ces polymorphismes ont une traduction fonctionnelle et modulent
I’expression de I’ APOE comme le suggérent a la fois des étudesin vivo et in vitro (127)
(128). Les mécanismes par lesquels ces polymorphismes entrainent la variation de
I’expression de I’ APOE ne sont pas €lucidés. || a é&é observé que ces polymorphismes
sont corrélés a la quantité de dépdts amyloides dans le cerveau de patients atteints de
maladie d’'Alzheimer, leurs effets étant indépendants du génotypee2/e3/e4 (129). De
méme, dans le tissu cérébral de témoins, le nombre de plagues séniles dans deux régions de
I” hippocampe (CA1 et subiculum) augmente de fagon significative pour les individus de
génotype -219 TT, bien qu’il soit difficile de déterminer si cet effet est indépendant ou non
de I’allélee4 161. Néanmoins, ces données confirment la validité de |’ association entre
expression de I’ APOE et quantité de dépbts amyloides dans le tissu cérébral humain.



1. LIPIDESET LIPOPROTEINES:

Les lipides forment un groupe hétérogene de composés dans lesquels on inclu les
graisses, les huiles et les cires, insolubles dans |'eau et les milieux biologiques aqueux
(lipos) et solubles dans les solvants organiques non polaires comme le benzéne,
chloroforme, éther (130).

I1s présentent environ 20 % du poids du corps & jouent un role capital en exercant
une grande variété de fonctions biologiques a la fois au niveau structurale et fonctionnel :
ils interviennent dans la constitution des membranes cellulaires et constituent aussi une
source énergétique importante. |ls sont cependant loin de n’étre que des éléments de
réserve d’énergie. Ce sont aussi des messagers chimiques et précurseurs de dérivés doués
d’ activités biologiques indispensabl es, prostacyclines, thromboxanes et leucotriénes, acides
biliaires et stéroides hormonau (131).

1.1 Principaux lipides éudiés:

Les lipides majeurs dans le corps sont les triglycérides (TG), le cholestérol libre

(CL), lecholestérol estérifié (CE) et les phospholipides (132).
1.1.1. Lestriglycérides et acidesgras:

Les triglycérides, stockés dans les adipocytes des tissus adipeux, constituent une
réserve énergétique essentielle pour I’organisme. De sources animales et végétales, sous
forme de graisse et huiles alimentaires, ils constituent 90% de |’ apport en lipides de notre
alimentation. Leurs catabolisme et régulé par des signaux hormono-dépendants. Les
triglycérides sont dégradés en glyceérol et acides gras libres, ces derniers libérés dans le
sang et transporté aux tissus, ils peuvent étres capté par le foie et les muscles, ou ils seront
oxydés en acétyl-CoA (133).

Dans le plasma, les acides gras existent de maniére assez transitoire sous forme
libre alors appelés AGL (acides gras libres) ou AGNE (acides gras non estérifiés). Sont
nécessaires a de nombreux processus physiologiques comme la différenciation cellulaire.
Lesacideslinoléique (18 : 2 n-6), et linolénique (18 : 3 n-3) (acides gras essentiels) et leurs
dérivés poly-insaturés a 20 et 22 aomes de carbone exercent des fonctions vitales,
multiplication et différenciation des cellules, reproduction et croissance des animaux,
précurseurs de prostaglandines, thromboxanes et leucotrienes...(134)

I mmédiatement apreés le tissu adipeux, le systéme nerveux est I’ organe comprenant
la plus grande concentration en lipides (50% du poids sec) contrairement des lipides du
tissu adipeux, dont le r6le est essentiellement métabolique, leurs homologues du systeme



nerveux interviennent au niveau de la structure, et de lafonction (la gaine de myéline trés
riche en lipides, intervient dans la conduction nerveuse) (134) (135).

Les AGPI (acides gras poly-insaturés) qui composent en grande partie les
membranes des neurones sont indispensables au développement cérébral. A partir des
acides gras essentiels , vont étre synthétisés des dérivés a longue chaine sous I’ effet des
€longases et des désaturases, en particulier |I” acide arachidonique C20 : 4(n-6), I'EPA C20:
5(n-3) et le DHA C22: 6(n-3) qui sont des constituants majeur de la membrane des
neurones. Cette activité enzymatique diminue avec I’ &ge (136). Le statut en DHA est alors
beaucoup plus dépendant des apports nutritionnels (137).

Outre leur réle dans la composition et la fluidité des membranes des neurones,
plusieurs mécanismes pourraient expliquer les effets des AGPI au niveau cérébral. Les
AGPl ®3 et w6 ont des effets opposés sur le plan cardiovasculaire. Les AGPI ©3
diminuent le risque d'arythmie cardiaque, ils ont aussi des effets anti-thrombotiques et
anti-athérosclérose (138).

A coté de ces hypothéses vasculaires, le role des AGPI dans I’inflammation
pourrait également expliquer leur effet sur le vieillissement cérébral. En effet, de nombreux
travaux ont montré une association entre neuro-inflammation et pathologie
neurodégénérative (139). Les AGPI ®3 issus de I’alimentation pourraient prévenir la
neurodégénérescence en régulant négativement la surexpression des cytokines
inflammatoires qui apparait au cours du vieillissement.

Enfin, les acides gras activent des récepteurs nucléaires spécifiques (PPAR)
(peroxisome proliferator-actived receptors) et induisent ainsi la transcription de genes
codant pour des protéines et des enzymes impliquées dans |a3-oxydation mitochondrial e et
peroxisomal e (140).

1.1.2. Cholestérol :

Le cholestérol est une molécule multifonctionnelle, elle détermine les propriétés
des membranes cellulaires et de leurs composants de signalisation, sert de précurseurs ala
synthése des hormones stéroidiennes et régle les fonctions des différents signaux
cellulaires (141).

Compte tenu de ces multiples fonctions, il n’est pas surprenant que des déficiences
du métabolisme du cholestérol soient al’ origine de graves maladies (142). Cependant, peu

de données existent sur le role du cholestérol dans |e systéme nerveux (143)



A partir des travaux réalisés sur des cultures de neurones purifiés a partir du
systéme nerveux central de rongeurs deux hypothéses ont été formul ées quant ala fonction
du cholestérol dans |e cerveau et au role de la glie dans son métabolisme :

Durant |le développement cérébral, les neurones réduisent ou arrétent la synthése du
cholestérol et I'importent a partir d'un sous-type de cellules gliales, les astrocytes, qui
sécrétent le cholestérol dans des particules de lipoprotéines riches en apo-lipoprotéine E
(ApoE). Les neurones du (SNC) ont besoin de ce cholestérol provenant de la glie afin de
former de nombreuses synapses fonctionnel les (144) et Stimulé également |’ efficacité de la
libération de neurotransmetteurs (145).

La diminution du cholestérol dans la lignée cellulaire « neuronale » PC12 perturbe
I’ exocytose et que la machinerie d’ exocytose (vésicules et protéines associées) est localisée
dans des micro-domaines membranaires riches en cholestérol (146). De nombreuses
données expérimentales suggerent |’ existence de tels domaines, dénommes rafts, dont la
fonction est d’ organiser les composants de signalisation dans la membrane plasmique des
cellules, en général, et des synapses neuronales, en particulier.

Des éudes antérieures avaient montré que les vési cules synaptiques possédent plus
de cholestérol que les autres organites intracel lulaires (147) De plus une étude a démontré
gue le transport des vésicules le long des microtubules nécessite que leur membrane
renferme du cholestérol (148) Cela suggere que le transport efficace des vésicules
synaptiques vers les terminaisons pré-synaptiques dépendrait de leur composition en
cholestérol.

Le cholestérol pourrait également favoriser la différenciation post-synaptique. Il a
€té notamment montré que les récepteurs des neurotransmetteurs, ainsi que d’autres
composants post-synaptiques, sont associés aux rafts (149). Le cholestérol fourni par les
astrocytes pourrait faciliter, via les rafts, I’ agrégation des récepteurs post-synaptiques et
augmenter ainsi |es réponses post-synaptiques (150).

Il a été clairement éabli que la totalité du cholestérol cérébral est synthétisée
localement et non puisé dans la circulation sanguine (151) mais il n'est pas démontré que
les neurones contribuent a |’ élaboration du stock de cholestérol cérébral. la raison pour la
gu’elle les neurones choisissent d’'importer le cholestérol plutét que de le synthétiser réside
probablement dans le colt logistique élevé de la synthése des stérols, qui nécessite une
batterie d’ enzymes consommant |’ énergie en grande quantite.

D’une maniéere générale, les neurones récupéerent le cholestérol grace a deux voies
différentes, soit par I’endocytose de lipoprotéines se liant a des récepteurs des LDL, soit



par le transfert direct des lipoprotéines vers la membrane plasmique via des récepteurs des
HDL (151).

2. Leslipoprotéines:

2. 1. Structure généraledeslipoproténes:

Les lipides sont des molécules hydrophobes, sont véhiculés a travers les divers
compartiments extracellulaires de I'organisme (plasma, lymphe et liquide interstitiel) au
sein d'édifices macromol éculaires complexes : les lipoproténes (152).

Ces lipoprotéines sont des macromolécul es sphériques de haute masse moléculaire
et de diamétre variables (jusqu’ al000nm) constituées de deux parties Le coaur lipidique
hydrophobe, constitué d'esters de cholestérol et de triglycérides, recouvert d'une
enveloppe amphiphile dont les constituants principaux sont les lipides les plus polaires, les
phospholipides, le cholestérol non-estérifié et des proteines spécifiques (apolipoprotéines).
Ces derniéres conférent a chague édifice lipoproté que ses propriétés fonctionnelles et son
devenir métabolique (153)

La cohésion de ses édifices dont les masses moléculaires peuvent atteindre
plusieurs millions est assurée par des liaisons ioniques entre groupement él éctriquement
chargésunissant les fractions protéiniques et les phospholipides, a |'opopsé, les
phospholipides sont unis au cholestérol par des forces de type vanderwaals. On peut donc
cocidérer la fraction phospholipidiqgue comme un trait d’union entreles proteine et le
cholestérol et les triglycérides (154). Le sang transporte ainsi plusieurs classes de lipides
sous forme de lipoproteines qui sont subdivisée en plusieurs sous-groupes distincts sur la
base de caractéristiques physico- chimiques (taille et densité) chagque classe est caractérisée
par la proportion des différents lipides ainsi que par la nature des apoproteines, et sont
classée en fonction de:
permettant une classification des lipoprotéines plasmatique en 4 fractions (155)

Chylomicrons, lipoprotéines ne migrant pas.

Les alpha 1 lipoprotéines ayant une mobilité électrophorétique comparable acelle des
alphaglobulines.

Les alpha 2 lipoprotéines ou pré-béta lipoprotéines ayant une mobilité
€l ectrophorétique comparable a celle des al pha 2 globulines.

L es béta lipoprotéines ayant une mobilité électrophorétique comparable a celle des béta

globulines.



-En fonction leurs densité: leurs comportement a |I'ultracentrifugation de
flottation L’ ultracentrifugation : (156). Si I'on a permis d’isoler différentes classes de
lipoprotéin (154):

les chylomicrons, densité < 0.94

les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL), 0.94 < densité < 1.006

les lipoprotéines de basse densité (LDL), 1.006 < densité < 1.1.063

les lipoprotéines de haute densité (HDL), densité > 1.063

-Classification selon la taille:

Il existe une relation inverse entre la taille et la densité des lipoprotéines.
L’ électrophorése dans un gel  réticulé dont la taille des pores diminue depuis le point de
dépbt, permet de séparer 4 classes des lipoprotéines en fonction de leur taille qui
correspondent approxi mativement aux classes séparées par ultracentrifugation.

-En fonction deleur fraction protéique:

Dépend de la nature de I’ apolipopreines présente dans leurs structure 184 peuvent
étre divisées en deux groupes

lipoprotéines simples ou primaires qui contiennent une seule apolipoprotéine. Ex :

LpAl, LpB ...

lipoprotéines complexes qui contiennent deux ou plusieurs apolipoprotéines Ex : Une

particul e contenant les apoB, ClII, et E et seradésignée par LpB:CIII:E.

3. Lesapolipoproteines:

Ce sont la partie protéique situées a la périphérie des lipoprotéines, considérées
comme la partie intelligente de la molécule, elles se caractérisent par une structure
secondaire a base d' hélicea amphiphiles, cette hélice a des faces polaires et non polaires
qui interagissent avec les solvants et le milieu hydrophobe a la surface de la lipoprotéine
(152) €lles sont dénommeées par une lettre de |'alphabet (ABCDE...) (154) selon la
nomenclature d Alaupovic suivie d'un chiffre romain (I Il Il1l...) lorsgu’il existe de
modification électrophorétique au sein de la méme famille d’ apolipoproteine.

ces divers classes de lipoprotéines différent par leurs structure et leur propriété, les
apo A,C, e E sont échangeabl es, alors que les apo B48 et B100 ne |e sont pas,ces derniéres
constituent I’armature fixe des lipoproteines de grandes tailles , chylomicrons,
VLDL,IDL et LDL (156). Tableau 2 en annexe.



Les ApoA sont principal ement associées aux HDL, les ApoB aux LDL et les ApoC
aux VLDL et HDL. En fait, cette nomenclature a considérablement évolué en raison de la
découverte de nouvelles apolipoprotéines et de profils de distribution spécifiques au sein
des lipoprotéines plasmatiques (157). annexe tableau3.

Par exemple, alors que les apolipoprotéines A-l1 et All se localisent quasi-
exclusivement dans les HDL, [I'apolipoprotéine A-IV peut aussi sassocier aux
lipoprotéines riches en triglycérides ; les apolipoprotéines B se localisent non seulement
dans les LDL, mais également dans les VLDL et les chylomicrons : les apoE, comme les
apoC, ne sont pas associées a un seul type de lipoprotéines, mais se retrouvent a la fois
dansleVLDL etles HDL (158).

Indépendamment de leurs propriétés physicochimiques, stabilisatrices de |’ édifice
lipoprotéique, ainsi que leurs réle dans |’ assemblage et |a sécrétion des lipoprotéines, ¢’ est
gréce a leurs interactions avec les systémes enzymatiques et |es récepteurs membranaires
g'ils dirigent le transport de chaque classe de lipoproteines vers le site ou elles seront
dégradées (157).

4. M étabolisme deslipides et lipoproteines:

Le métabolisme des lipoprotéines est complexe et fait intervenir de nombreux

récepteurs et enzymes. Trois voies essentielles ont été décrites ;
4.1 Voie exogene (entéro-hépatique) :

Une fois ingérés, Les lipides alimentaires acides gras et cholestérol sont hydrolysés
dans le petit intestin et absorbés par les les enthérocytes, e cholestérol sera transformé en
esters de cholestérol par une enzyme spécifique localisée dans le réticulum endoplasmique
I’acyl coenzyme A cholesterol- acyltransferase (ACAT) (158), et sera intégré dans des
lipoprotéines de grande taille: les chylomicrons dont le coaur hydrophobe est constitué
pour une large part de triglycérides, L'apport alimentaire quotidien en lipides est d'environ
100 g de triglycérides et de 0,2 & 0,5 g de cholestérol. Les chylomicrons transportent donc
surtout destriglycérides (159).

Au niveau du réticulum endoplasmique des entérocytes, les chylomicron
contiennent déja I'apoB48 essentielle a leur assemblage; une fois secrété dans la
circulation sanguine, Les chylomicrons peuvent alors se lier trés rapidement a la
lipoprotéine lipase (LPL), enzyme lipolytique ancrée a I'endothélium des capillaires
sanguins de nombreux tissus périphériques (tissu adipeux, coeur, muscle squelettique,
cerveau) (160) qui vas hydrolysés leurs triglycérides en acides gras libres non estérifiés,



qui seront captés par la cellule adipeuse et reconstitués en triglycérides (graisses de
réserve); les muscles peuvent aussi les utiliser comme source d'énergie.

En plus de I'apolipoprotéine B48 qui ne peut pas s‘échanger librement entre les
lipoprotéines circulantes, les chylomicrons natifs contient les apolipoproteines A-1, A-I1 et
A-1V. lIs acquiérent rapidement des apolipoprotéines C et E provenant des HDL (161).

Au cours de I'hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase, dont le
cofacteur est I'apolipoprotéine C-1I, des acides gras non estérifiés sont libérés et
rapidement captés par les tissus. De plus, les apolipoprotéines A (en particulier
I'apolipoprotéine A-l) et C vont se dissocier, contribuant ainsi a I'émergence de nouvelles
particules HDL naissantes, riches en protéines et pauvres en lipides, constitue une étape clé
d'une autre voie de transport des lipides, celle qui permet le retour du cholestérol
excédentaire des tissus périphériques vers le foie.

Plusieurs tissus périphériques, principalement le coaur, le muscle sguelettique et le
tissu adipeux, internalisent directement une partie des particules résiduelles de
chylomicron avant qu'elles ne soient prises en charge par le foie (162).

Finalement, les particules résiduelles non captées, ayant perdu une large part de
leurs triglycérides et de leurs apolipoprotéines mineures, sont catabolisées par les
hépatocytes par I'intermédiaire d'une endocytose récepteur dépendante. Le cholestérol
libéré sera alors principalement intégré dans de nouvelles lipoprotéines synthétisées par le
foie (VLDL) ou excrété dans les canalicules biliaires, sous forme native ou dérivée (163).

Les chylomicrons transportent donc les triglycérides alimentaires au tissu
périphériques pour y étre stockés (tissu adipeux), ou dégradés a des fins énergétiques
(muscle strié), de méme que le cholestérol alimentaire au foie contribue au transport
entéro-hépatique des lipides. Ils sont présents dans la circulation sanguine environ une
heure aprés un repas et disparaissent normalement, ainsi que leurs résidus, huit heures
aprés l'ingestion alimentaire. Lors d'un prélévement sanguin effectué aprés 12 heures de
jeline, les chylomicrons sont donc normal ement absents (163).

4.2. Transport des lipides du foie vers les tissus périphériques voie endogéne
d'apport :

Quelques heures suivant un repas, lorsque la quantité de CM en circulation est
faible, les besoins en TG des tissus périphériques sont assurés par les lipides synthétisés
par le foie a partir du glycérol et des acides gras libérés par | e tissu adipeux ou produits sur
place ou transitant par celui-ci, misen circulation sous forme de VLDL(159).



Ainsi Les VLDL synthétisées et séerétées par le foie initient une nouvelle voie de
transport des lipides, dite endogene puisgu'elle permet leur transport du foie vers les tissus
périphériques.

L’ apolipoprotéine B100 est essentielle a I'assemblage des lipoprotéines riches en
triglycérides dans le foie elle est intégrée aux VLDL hépatiques. A noter que le foie est le
site majeur de synthése des apolipoprotéines C et E qui constituent une fraction non
négligeabl e des apolipoprotéines associées aux particules VLDL naissanteg159).

Aprés sécrétion dans le compartiment intravasculaire, les VLDL hépatiques,
comme les chylomicrons, subissent I'action de la lipoprotéine lipase endothéliale qui
hydrolyse les triglycérides. Les acides gras ainsi libérés sont distribués aux tissus et
serviront alors comme source d’ énergie (152).

La réduction progressive du coeur hydrophobe de la particule VLDL s'accompagne
du transfert de phospholipides et d'apolipoprotéines C aux HDL, les VLDL peuvent
acquérir des esters de cholestérol générés initialement danslesHDL plasmatique (131).

Une lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL), se retrouve relativement enrichie
en cholestérol estérifié. Une partie des VLDL et des IDL sont catabolisées par |e récepteur
des VLDL, surtout présent dans les muscles et |e tissu adipeux (164).

La diminution du contenu en triglycérides conduit a la formation des lipoprotéines
de densité faible ou LDL. Celles-ci, dont le cholestérol constitue environ 70 % de la
cholestérolémie totale, A la différence des VLDL et IDL, les LDL contiennent en surface
uniquement I'apolipoprotéine B100 (165). Tout au long de la cascade VLDL-IDL-LDL, les
lipoprotéines peuvent étre retirées de la circulation par interaction avec des récepteurs
cellulaires spécifiques, localisés soit au niveau des hépatocytes (récepteur des LDL,
récepteur LRP), soit au niveau des tissus périphériques (récepteur des LDL, récepteur des
VLDL, récepteur LRP récepteur ER2 a |'apolipoprotéine E, mégaline). La reconnaissance
des lipoprotéines par leurs récepteurs cellulaires peut se faire par I'apolipoprotéine E (cas
desVLDL), ou par I'apolipoprotéine B100 (casdes IDL et LDL) (130) (152).

4.3. Transport deslipides destissus périphériquesverslefoie: voie deretour
Alors que les tissus périphériques peuvent acquérir du cholestérol, soit par synthése
de novo, soit par le biais de I'endocytose et de I'hydrolyse des lipoprotéines contenant

I'apolipoprotéine B, ils sont en revanche pour la plupart incapabl es de |e cataboliser (130)



Le foie est le principal organe capable d'éliminer le cholestérol excédentaire de
I'organisme dans la bile, ou le cholestérol peut étre excrété sous sa forme native, ou aprés
transformation en acide biliaire. Le cholestérol doit donc étre ramené au foie par une voie
meétabolique spécifique : lavoie de retour ou transport reverse du chol estérol (166)

Selon les modéles développés jusgu'a maintenant, les HDL captent le cholestérol
libre des cellules périphériques pour les transporter au foie ou ils seront catabolisés. Ce
transport pourrait se faire de fagon directe (viales HDL), mais aussi de maniere indirecte,
par I'entremise des VLDL et desIDL (167).

Ce sont les préBHDL "naissantes’ ou "immatures', qui proviennent du foie et de

I'intestin, qui constituent les accepteurs initiaux du cholestérol cellulaire. , Elles sont
constituées, principalement |'apolipoprotéine A-l, associées avec quelques molécules de
phospholipides. Ces particules pauvres en lipides ont une forme discoidale (en raison de
I'absence de composeés lipidiques neutres du coaur, une densité élevée (comprise entre 1.21
et 1,25 g/ml) et une mobilité électrophorétique (de type préB) qui les distingue des
particules HDL (detypea). (168)
Le cholestérol libre des surfaces cellulaires est capté par des HDL "naissantes' et estérifié
par la LCAT, une enzyme activée par I'apo-A-I; ces esters de cholestérol migrent vers le
coaur hydrophobe de la particule (169). Les HDL deviennent alors sphériques. Avec I'gjout
de phospholipides, de cholestérol et d'apoprotéines issus de la lipolyse des chylomicrons et
desVLDL, lespré3 HDL setransforment en aHDL, enrichies en esters de cholestérol.

Ce cholestérol estérifié peut suivre deux voies métaboliques. soit transférés aux
lipoprotéines plus |égéres en échange de triglycérides des VLDL par I'action de la CETP.
Soit ils demeurent nichés au sein de la particule HDL porteuse jusqu'a leur prise en charge
par les tissus cibles, notamment le foie ou un tissu stéroidogénique auquel il donnera son
cholestérol. Apres avoir livré ses EC, les HDL se retrouve a nouveau en circulation et
redevient disponible pour recevoir des EC (170).

Dans le foie, le cholestérol sera transformé en sels biliaires ou sera directement
excrété dans la bile, alors que dans les tissus stéroidogéniques, il sera transformé en

hormones stéroidiennes

5. leslipides et la maladie d’ Alzheimer :
Le lien entre le métabolisme lipidique et risque de maladie d’ Alzheimer est
extrémement controversé. Différentes études récentes ont montré que le traitement par les



statines, molécules utilisées comme hypolipémiants, pourrait avoir un effet protecteur vis-
avisdelamaladied Alzheimer (171).

Les études épidémiologiques suggerent que les patients MA présentent un profile
lipidique plasmatique avec des taux élevés de cholestérol totale, et de cholestérol-LDL
(172) et destaux bas de cholestérol-HDL (173).

En effet la machinerie génératrice de I’APP et hautement sensible aux petites
modifications et altérations des niveaux des lipides et surtout du cholestérol (174).
D’ aprés plusieurs études des taux élevé de cholestérol plasmatique peut contribuer dans la
pathogenése de la MA. Les mécanismes par lesguelles e cholestérol affecte la production
de la protéine amyloide et son métabolisme n’ est pas entiérement éluci dés.

5.1. Lecholestérol et le métabolismedel’ AB :

Les études utilisant des modeles animaux, montrent une forte connexion entre les
niveaux du cholestérol plasmatique et la génération de la protéine amyloide.

Les premiéres preuves expé&imentales ont éé publiées par Sparks et ces
collaborateurs en 1994 (174) ils ont montré que I’ alimentation des lapins avec un régime
riche en cholestérol pendant 8 semaines provoque I’accumulation intracellulaire des AR
dans les neurones de |’ hippocampe. Depuis ces résultats on été répliqués dans plusieurs
autres éudes.

Les souris transgéniques exprimant la mutation suédoise de I’ APP montrent aussi
une accél ération de la déposition de la protéine amyloide dans le cerveau en réponse a une
alimentation riche en cholestérol (176) (177).

D’ autres rapport montrent qu’ une alimentation riche en cholestérol augmente les
niveaux du cholestérol dans le plasma et le CNS chez les souris transgéniques exprimant
les mutations familiales APRgs7on me71,6t PS1miaev (177).

En plus des études sur les animaux, de fortes preuves biochimiques supportent le
r6le direct du cholestérol intracellulaire dans la génération et la déposition de la protéine
amyloide, les changements dans les propriétés membranaires, incluant sa rigidité et sa
fluidité, ont été suggérés pour influencer la capacité de la membrane a lier des protéines et
des enzymes, incluant |es secrétases.

Une grande quantité de cholestérol dans |es domaines membranaires (lipid raft), qui
sont les régions membranaires ou sont localisés ses enzymes, facilite laliaison delaf3 e
secrétase avec leurs substrats I'APP dans une configuration optimum, et de ce fait

promouvoir le clivage pathogénique indésirable du précurseur amyloide (178).



La réduction des taux du cholestérol cellulaire semble inhibé I’ activité de BACE
(179), lay secrétase réside aussi dans les lipidesraft et le clivage par |ay-secrétase semble
aussi étre affecté par leurs contenue en cholestérol (180). Au contraire laa-secrétase réside
plutdt dans des domaines membranaires riches en phospholipides et montrent une
diminution de son activité quand le cholestérol cellulaire est augmenté, aussi la réduction
du cholestérol neuronale via les traitements par les statines diminue la quantité de I’ AB
secrétée par les neurones probablement en diminuant |’ activité de I’ AB secrétase, et en
augmentant la quantité de I’ APPs secrété par les neurones.

Au niveau des membranes neuronales et gliales, le cholestérol est distribué
asymétriqguement au niveau des deux feuillets membranaires. Le feuillet externe contient
plus de 85% du cholestérol membranaire. Cette distribution différentielle du cholestérol
membranaire au niveau des deux feuillets est nécessaire pour le fonctionnement
physiologique normal (181). le vieillissement ainsi que le génotype apoe4 sont parmi les
facteurs causant la diminution du ratio entre le cholestérol du feuillet interne et externe
(182). Certaines statines peuvent augmenter ce ratio en diminuant le cholestérol du feuillet
externe (183). Une directe association causal e entre une forte concentration du cholestérol
du feuillet externe, et I’augmentation de la production de I’ AR n’ a pas encore éé éablie.

Il aété montré, que ¢’ est ladistribution intracellulaire du cholestérol, plutét que des
niveaux du cholestérol qui régule le métabolisme de I’ APP et la génération de I’ AR, le
cholestérol cellulaire et stocké soit sous forme de cholestérol libre au niveau de la
membrane, soit sous forme d'ester de cholestérol ou sous forme de gouttelettes
cytoplasmiques. C’est une enzyme qui se trouve dans le réticulum endoplasmique acyle
co-enzyme A cholestérol acyltransferase (ACAT) qui catalyse la formation d ester de
cholestérol a partir du cholestérol, et des longues chaines d’AG, ainsi I’ACAT contrle
I” équilibre entre ces deux formes du cholestérol cellulaire (183).

Des résultats prouvent que cet  équilibre régule la génération de I'AR,
I”augmentation sélective de I ester de cholestérol augmente sa génération. Un inhibiteur
compétitif de I’ACAT dans plusieurs lignée cellulaires et neurones primaires réduit la
biosynthése de I’ ester de cholestérol et la génération de I’ A3, augmente la concentration
du cholestérol libre. Des résultats similaires ont éé obtenus avec des agents qui bloguent
I”’acheminement du cholestérol libreal’ ACAT.

5.2. La phosphorylation dela protéinetau et les dégénérescences neurofibrillaires:



Le rble de I"homéostasie du cholestérol dans |a phosphorylation de la protéine tau
et la formation des dégénérescences neurofibrillaires n’est pas encore bien défini, le
cholestérol peut avoir un effet direct ou indirect dans |a production des dégénérescences.

L’injection AB42 dans le cortex des souris cause une augmentation significative
dans I’ hyper phosphorylation de la protéine tau (184).

L’ observation des similitudes entre I'MA et la maladie de pick type C1 qui est une
maladie neurodégénérative  héréditaire de |'enfance et d adolescence avec une
désorganisation du transport intracellulaire du cholestérol comme un premier déficit
amenant a une accumulation intracellulaire du cholestérol dans les cellules, incluant les
neurones dans le CNS (185).

Malgré que les manifestations cliniques et pathologiques des deux maladies sont
différentes, la formation des dégénérescences neurofibrillaires, et I'influence du génotype
de I’APOE sur le développement de la maladie(186), ainsi que la surexpression de la
flotillin 1 (une protéine associée aux domaines membranaires riches en cholestérol) dans
les lysosomes des neurones présentant des dégénérescences a partir du cortex des patients
MA (187) laisse suggérer que le cholestérol peut ére impliqué dans la formation des
dégénérescences (188).

Les déficiences dans |I’homéostasie du cholestérol peut ére a I'origine des
dégénérescences synaptiques de la MA et la maladie de pick type C1 (189), mais
I"inhibition du cholestérol des neurones en cultures, augmente la phosphorylation de la
protéine tau. Ces observations apparemment paradoxal es restent a expliquer.

5.3. Les génes du métabolisme du cholestérol:

Plus de 50 genes ont été rapportés comme facteurs de susceptibilité de la MA,
plusieurs d entre eux jouent un role important dans le transport et le métabolisme du
cholestérol (190)

CYP46Al

L'éimination du cholestérol du cerveau vers le sang est cruciale pour le
métabolisme du cholestérol (191) et la conversion du cholestérol en  24S
hydroxycholestérol et catalysé par le 24S-hydroxylase(CY P46), le criblage de ce géne a
permit la détection de deux polymorphismes dans les exons 2 et 3, I'allele ¢ du
polymorphisme IV S3+43C! T été associ€ a une augmentation du risque de MA.

ABCAl



Le polymorphisme dans |le ABCA1peut étre associé avec 33% des diminutions des
concentrations du cholestérol totale dans le CSF, et ils retardent |’ age de début de I' MA de
prés de 1-7 ans. Récemment divers polymorphismes sur ABCAlont éé associé au formes
précoces et tardives de laMA (192).

LRP1
Des études génétiques d'association entre le LRP1 et I'MA ont données des résultats
contradictoires (193).
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METHODOLOGIE :
L’ étude que nous avons entreprise est transversale de type cas témoins ; elle adurée
deux ans, et a porté sur deux types de populations:
Une population témoin et une population malade.
Les malades: il s'agit d'un échantillon de la population nord Constantinoise présentant
une maladie d’' Alzheimer diagnostiquée, et intéressant les deux sexes.
Le recrutement des malades ont é¢é effectués au niveau de:
- service de neurologie CHU de Constantine.
- En consultation privée (Skikda, Constantine).
Les témoins: sujets sains des deux sexes présentant un age supérieur a 60 ans, ayant été
recruté au niveau de la maison de retraite de Constantine (Hamma Bouziane) et de Skikda.

Descriteresd’inclusion et d’ exclusion ont éé éablis pour les malades :
Critered inclusion :

@ les sujets présentant une MA probable ou possible retenues au niveau du service de
Neurologie du CHU de Constantine ou en consultation privée.

Les critéres diagnostics de recrutement des patients sont ceux du DSM |V (Diagnostic
and statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition), ceux de la NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzhei mer
Disease and Related Disorders Association), plus un examen MMSE modifié (Mini
Mental Status Examination).

Critere d’ exclusion :

@ Les patients présentant une autre forme de démence voir une démence vasculaire
ou tumorale sont exclus de cette éude.



1. leprélévement :

Les prélevements ont été effectués sur des sujets a jeun d’au moins dix heures,
pour laréalisation d’un bilan lipidique.

Le prélévement sanguin préconisé pour |I’extraction d’ ADN nécessite I’ utilisation
des tubes avec un anticoagulant EDTA qui est un chélateur ou un inhibiteur de I’ action des

enzymes DNase ou nucléase (194).

2. Lequestionnaire:

Le diagnostic de la maladie d’ Alzheimer probable ou possible est confirmé pour
chacun de nos malades par |e médecin neurologue. Tous les sujets de notre étude ont subit
une évaluation cognitive via le test de I'MMSE modifié (annexe 4), un score est attribué
pour chaque malade.

Un interrogatoire du patient est mené par nous méme ou par le médecin consultant.
Questionnaire (annexe 5).

2.1. Enregistrement :

Tous les prélevements sont étiquetés soigneusement, et le sang prélevé est
acheminé directement au laboratoire pour I’ anal yser.

Le dosage des différents parameétres lipidiques ont é&é réalisé de la maniere

suivante:

3. Méthodes de dosage des paramétreslipidiques
Le cholestéral, les triglycérides et le cholestérol -HDL ont été dosés le jour méme
du prélévement.
3.1. Dosagedu cholestérol :
Le cholestérol peut ére dosé par différentes méthodes, dont |es plus anciennes sont
colorimétriques, actuellement la totalité des |aboratoires utilisent des méthodes

enzymatiques.

Dans notre étude, le cholestérol a été déterminé suivant une méthode enzymatique
(réaction de Trinder) par un auto anal yseur de type (technicon RA et Opera systems N° de
ref. T01-2801-56).



Réaction :

p sz holestérol esté p .
Cholestérol estérifié + H,O Cholestérol esterase _Cholestérol + acide gras

Cholestérol + O, Cholestérol Oxydasi D4- Cholesténone + H,O»

. R . . P . _
2H >0, + phénol + chromogéne (amino 4 phénazone) LWSE guinone imine

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement

proportionnelle a la quantité de cholestérol présente dans I’ échantillon du sérum.3.2.

3.2. Dosage destriglycérides:
Le dosage des triglycérides a été effectué par le méme auto analyseur (technicon
RA et Opera systems N° de ref.T01-2801-56) suivant une méthode colorimétrique

enzymatique.

Principe:

Le principe repose sur le dosage en colorimétrie du glycérol libre (2 500nm) apres
sa libération par hydrolyse enzymatique des triglycérides selon | es réactions suivantes :

Lipase ~
Triglycérides " Glycérol + acidesgras

Glycerate kinase )
Glycérol + ATP » érol-3-phosphate +ADP

Glycérol 3 phosphate
Qxydasg >
Glycérol-3-phosphate Dihydroxyacétone-phosphate + H, O,

Peroxydase
_—

H 2O, +amino-4-phénazone +phéno -H,O + quininone imine




L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm est directement
proportionnel le a la quantité de triglycérides contenue dans I’ échantillon du sérum (195).
3.3. Lecholestérol HDL :

Principe:

Le dosage du HDL cholestérol s est effectué aprés précipitation des chylomicrons,
des VLDL et des LDL par le phosphotungstate associé au chlorure de magnésium (ref
.T01-2801-56, 6.5 ml).

Le HDL cholestérol est alors dosé dans |e surnageant résultant de la centrifugation

du précipité par la méme technique enzymatique que le cholestérol total. (196)

3.4. Cholestérol LDL :

Le cholestérol LDL est calculé gréce a la formule de Friedewald (1972) (197), a

condition que les TG soient inferieurs a 3.5 g/l (4mmol/l).

LDL-C = CT — (HDL-C) - [TG/5]




4. Extraction del’ ADN :
4.1. Introduction :

La plupart des éudes génétiques nécessitent |a disposition d’ échantillons d’ acide
nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d'/ADN. Les autres
sources cellulaires peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales..) ou des

cultures de cellules (amniocytes, fibroblastes, lignées lymphoblastiques...) (194).

De trés nombreux procédés d'extraction des acides nucléiques ont été décrits, et
des kits sont actuellement proposés par un certain nombre d'industriels. Dans la grande
majorité des cas, la technique d'extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a
I’ échantillon, & la nature du génome, au nombre de copies et des méthodes de biologie
mol éculaire utilisées ultérieurement (PCR).... (194).

Quelle que soit la méthode d'extraction des acides nucl éiques utilisée a partir du
sang fraichement recueilli ou décongelé, le sang doit étre initialement vigoureusement
mélangé a une solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges, la méthode
d extraction employée dans notre &ude est une méthode utilisant un solvant inorganique,
NaCl (197).

4.2. Etape d’extraction d’ADN :
L’ extraction d’ ADN s effectue en plusieurs étapes :
4.2.1. Préparation des leucocytes.

L 'extraction des acides nucléiques a partir du sang est vigoureusement mélangé a
une solution hypotonique TE 20:5 dans un tube falcon de 50ml pour faire éclater les
globulesrouges. Lalyseest réalisée a4 °C pendant 10 a 15 minutes.

Le lysat est centrifugé pendant 15 min a 3900 g (3800 rpm) et, aprés élimination
du surnageant, le culot cellulaire contenant les leucocytes est repris dans une solution TE
20 :5 dans un volume total de 25ml.

On le laisse dans la glace pendant 10 minutes. Une deuxiéme centrifugation dans
les mémes conditions que la premiére fois et le culot obtenu des leucocytes par une
deuxieme aspiration du surnageant est utilisé pour |’extraction de I’ADN. (On peut
S arréter ace niveau le culot des leucocytesest conservé dans un tube nunc de 1.5ml avec
duTE10:1 a-20°).

4.2.2. Extraction del’ADN :

Transverser e culot de leucocytes dans un tube fal con de 15 ml.



Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na cl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8.2)
en dilacérant leculot.

Ajouter 200 ul de SDS a10 %.

Ajouter 100 ul de protéinase K a 10mg/ml.

Agiter le tube sur une roue & 37°C pendant une nuit.

Le lendemain refroidir dans laglace.

Ajouter 1ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement ala main.

Remettre 5 min dans la glace pour précipitation des protéines.

Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume
d éthanol absolu préalablement refroidi et agiter en retournant le tube plusieurs
fois: lapeloted ADN se forme.

Laisser éventuellement 30 min a—20°C si |a pelote ne se forme pas

Récupérer la pelote d ADN avec une pipette Pasteur et larincer 2 fois dans

I’ éhanol & 70%.

Mettre la pel ote dans un tube nunc.
Solubilisation

- Ajouter entre 300 et 1000ul de TE 10:1 selon la grosseur de la pelote et la
concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotatif a 37°C, puis a température ambiante jusqu'a
dissolution compléte (1 a2 jours).

4.2.3. Détermination dela pureté et la concentration del’ ADN :

4.2.3.1. Détermination de la pureté:

La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de
restriction utilisée par lasuite. Dansle casou I’ ADN est contaming, ce dernier ne laisserait
pas aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes de sont analyse par PCR. Il est donc
indispensable de procéder par réextraction de la pelote de I’ ADN afin d’ obtenir la pureté
souhaitée. Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusgu'a utilisation.

Principe:



- I’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination)
absorbent 4280 nm.

- L’échantillon est dilué au 1/100 dans I’ eau distillé (10 pl de I’ ADN solubilisé dans
990 pl del’eau stérile).

- Les DO sont lus a 260 (des acides nucléiques) et 280nm (longueur d’onde
d absorption et des protéines) dans le méme type de cuve que celle ayant servi a
faire le zéro (eau térile).

- Par le moyen du rapport de DO 260nm/do280nm, la pureté de I’ADN est
déterminée en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les
ARN.

On considere que :

I’ ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DQgo/DO2g0 €St cOMpris
entre1.6 et 2 (1.6 <R< 2).

L’ ADN est contaminé par les protéines si : DO260/D0O280< 1.6.

L’ ADN est contaminé par les ARN si : DO260/D0O280>2.

4.2.3.2. Détermination dela concentration del’ADN :

La concentration de I’ADN est estimée par  spectrophotométrie a 260 nm
sachant que : 1 unité de DO260 nm = 50 pg/ ml d’ ADN
On mesure donc & 260 nm et 280 nm la DO d une dilution au 1 /106°™ de la

solution adoser. On déduit la concentration de I’ ADN gréce au calcul suivant :

[C] (ug/ ml) = Facteur de dilution X DO 260 nm X 50ug / ml

Facteur dedilution = vol tota / vol d ADN

[C] (ug/ ! ) = DO. Vol. total
SL vol. d ADN

Exemple:

Pour un ADN solubilisé dans 1000 pl de TE 10 :1 ayant une DO260 NM +0.139
1 unité de DO 260 nm » 50 ug/ ml d’ADN

0.139 de DO260 NM X

»
»



X=0.139 x 50 = 6.95 pg/ ml

Considérant que I’ ADN est dilué a 1/100, donc 6.95 x 100 = 695 pg/ ml

La concentration de I’ADN peut étre vérifiée par un contréle de taille des
molécules d’ADN qui doivent étre suffisamment longues pour étre digérés. L’ ADN

génomique doit ére manipul € en évitant toute action mécaniqgue violente.

5. Génotypagedel’ Apo E :
Elle consiste aamplifier une partie de I’ ADN contenant |le genes. Puis de
différencier les génotypes par digestion d’ une enzyme de restriction spécifique.
La détermination du génotype a été effectuée en plusi eurs étapes successives :
- 1aPCR (polymerase chaine reaction) et contrdle de PCR sur gel d’ agarose
- ladigestion du produit de PCR par |’ enzyme de restriction Hhall.
- laséparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur gel de
polyacrylamide et distinction des différents génotypes par transilumination sous
uVv.

5.1. Amplification d’ADN par réaction de polymérisation (PCR)
5.1.1 Introduction :

La Polymerase Chain Reaction (PCR) est une technique de biologie moléculaire
mise au point en 1985 par Karry Mullis et développé par Henri A et ses collaborateurs de
lacompagnie CETUS (Californie, USA) en 1985 (194).

Cette réaction enzymatique conduit a I’amplification spécifiqgue de plusieurs
millions de fois d’ une séquence nucléotidique précise que I’ on désire étudier. Elle permet
de repérer un fragment d ADN ou de génes précis méme présents en quantité tres faible
dans un mélange puis de le multiplier rapidement.

5.1.2. Principedela PCR.

La Polymerase Chain Reaction permet |’amplification d'un segment d'ADN
compris entre deux régions de séquences connues par un procédé d'extension d'amorce.
Elle consiste a utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthése de 20 a 25
nucléotides complémentaires des extréemités 3' des deux brins dADN encadrant la
séquence a amplifier. Une de ces amorces est une copie du brin codant et |'autre, une copie

du brin non codant. Sous I'action d'une enzyme (Tag polymérase), chaque amorce est



allongée dans le sens 5’ 3' d'une ségquence exactement complémentaire du brin recopié. La
répétition des cycles aboutit a une amplification exponentielle de la séquence cible
considérée.

Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant
chacun 3 étapes :

- une étape de dénaturation des acides nucl éiques

- Une étape d’ hybridation des amorces sur les séquences cibles

- Une étape d’ extension des amorces par I’ ADN polymérase
Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis
aux différentes températures correspondant a chaque étape. Ces cycles de température sont
réali sés automatiquement dans un thermocycleur.
5.2. Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR :

Pour préparer le milieu réactionnel on multiplie la quantité de chague composant
par le nombre de tubes voulu + un, c’'est le tube témoin négatif dans lequel on met
uniquement e mélange sans ADN.

L’ ADN est amplifié par PCR avec deux amorces encadrant la région avec les deux
codons polymorphes des acides aminés 112 et 158 de I’ apoE.

Les amorces utilisées pour |’ étude du polymorphisme de I’ apoE sont :

OD 5'-ATG GCG CTG AGG CCG CGC TC-3' (20pb)
OG 5-AAC AAC TGA CCC CGG TGG CG-3' (20ph).

5.3. Condition d’amplification :

Pour un volumetotal de 75 ul

DNA 2 nmL/a250ng/m
REACTIF COMMUN (Mix) :

1. Tampon de Tag 10X 75U

2. DMSO 75u

3. Mix d NTP 25mM (au /10) 6 ul (200uM)

4, Taq polymérase 2,5 u 0,5 ul

5. Mg CL, 50mM 3 u

6. OG sol. mére 0,93mM 1,2 ul (0,6uM)



7. OD sol .mere1,11mM 1 ul (0,6 uM)
8. H20q.sp65uUl 70 ul
Pour le tube témoin on met uniquement le mix sans ADN.

CyclesPCR

5 a94°C
3 a65°C
4_
50sa72°C
50sa94°C | 30 cycles

50sa65°C
4_

5 a72°C
10 a10° C
5.4. Contrélede Lataille desfragmentsamplifiés:
La taille des fragments amplifiés a été contr6lée par électrophorése sur un gel
d'agarose additionné de Bromure d’ Ethidium fig (12).
10 & 15 pl de la solution d'ADN amplifié ont été déposés dans chague puits d'un
gel d'agarose a 1.5 % soumis a une migration sous un courant de 90 volts pendant 1 h.
Cette analyse permet, d'observer si une éventuelle contamination de I'ADN survenue au
coursdelaPCR.

T ? ] 4 5 6 7 B 4 I Mil00Ph)

Figure 12: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 1.5% desfragments amplifiés (292pb)
par PCR du geneApoE

6. La digestion du produit de PCR :



Les trois alleles communs de I’ apolipoprotéine E différent par la nature des acides
aminés en position 112, et 158: Les codons variables des locus 112 et 158 sont TGC
quand ils codent pour une cystéine ou CGC quand il code pour une arginine.
L’ amplification par PCR du fragment de 292pb encadrant ces positions, suivie d' une
digestion enzymatique par Hhal qui a pour site de coupure les séquences GCGC .Son
action n’est possible que lorsgue des arginines figurent en 112 ou 158 parce que celles-ci
sont ici codées par la séguence CGC et que ces deux locus sont précédés tous les deux d’'un
codon se termine par G.

Ils existent par ailleurs sept sites constants de clivages par Hhal dans le segment
amplifié. La coupure par I’enzyme génere donc des fragments constants et des fragments
detaille variable en paires de bases caractéristiques selon les alléles (fig 13).

Chacun desisoformesde |’ Apo E se distingue par une combinaison unique de
polymorphisme des longueurs de fragments de restriction (RFLP) issus du clivage par
Hhal et Possédant différentestailles (Figure 5).

Chaque alléle a un site de coupure spécifique. L'allelee2 (Cysl12, Cys158) est
caractérisé par |'absence de codon CGC de |'arginine 158, par conséquent |a coupure donne
un fragment de 83 pb spécifique de cet alléle et un fragment 91 pb encadrant le site 112.

L'allele e4 (Argll2, Argl58), se distingue par la présence du codon CGC en
position 158, par conséquent, |’ enzyme agit a ce niveau et libere deux segments d'ADN 48
et 35 pb, un fragment 72 pb issu de clivage ala position 112.

/63 cys-arg cys arg \

62 g6y o1 va yas lasyr oy g
€2 cys-cys cys cys
R2 1R 12
1_4 ¢ 91 ¢ ¢83 l? ¢ 11¢ 4I
€4 ara-ara ara ard
82 6y 7 b9 oyt yas sy 4,

\ /

Figure 13: Digestion par Hhal destroisalléles




6.1. Clivage des produitsde PCR :
Les manipulations se font sur laglace:

Pour un volume final de 25 ul on prépare le mixte pour (n+1) tubes :

§ Tampon 2.5 ul
§ Hhal (10unités) | 1 ul X (n+1)
§ H,O gsploul 6.5ul

Répartition de 10 ul de mixte dans chaque tube

Ajouter 15 ul de chaque produit de PCR

Homogénéiser le contenu des tubes dans la centrifugeuse de paillasse

Placer les tubes au bain marie a 37°C pendant une nuit.

Apreés Incubation a 37°C pendant une nuit le produit de digestion est concentré au

speed-vac pendant 15 a20 min.

6.2. Electrophorése des fragmentsde restriction :
Les produits derestriction sont soumisa une migration sur gel d’acrylamide a
10% dansun tampon TBE 1X a 250 Volts.
6.2.1 Préparation d’un gel d’acrylamide 10% :
Pour un gel de 70 ml
Acryl 30% 23.8 ml
TBE 10X 7 ml
H.O 385 ml

Pendant que les réactifs se remettent a température ambiante

On Prépare le persulfate d’ ammonium a 10% (0.01g dans 100 ul HO)
On Monte le support de gel
Addition de persulfate d’ ammonium et de temed juste avant de couler le gel

50 ul de persulfate/20ml (350 ul)

10 ul detemed /20ml (70 ul)
On homogénéise, et on coule immédiatement en versant le contenu de bécher
entre les plagues de verre en ayant soin de ne pas faire de bulle et on place le
peigne afin de former les puits, on laisse polymériser a température ambiante
1h. a1h 30min.



6.2.2. Dépodts des échantillons:

Quand le gel est polymérisé, on plonge le systeme (gel + électrodes) dans la cuve
verticale contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X), on éte le
peigne et on dépose délicatement au fond de chaque puits un échantillon.

On met sous tension le générateur a un voltage élevé soit 250 volts durant 1h 30

min a2 h. Lamigration est terminée, quand le bleu atteint le bas du gel.

Coloration :
Aprés préparation du colorant avec 100 ml de TBE 1X et 10 mi de BET dansun bac.
On glisse délicatement le gel de facon horizontale dans le bac pendant 10 & 15 min.

On visualise le gel aux UV et prendre une photo.

6.5. Révéation du profil éléctrophorétique:

Le BET fluorescent aux UV s est fixé sur I’ADN (cette molécule s'intercale entre
les bases de la molécule d’ ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction
dans le gel placé sur latablea UV.

Les petits fragments de 35 pb sont trés difficiles a visualiser sur legel sous UV.
Quant a ceux de 19,18, 16, 11,7 et 4 pb, sont élués dans le tampon lors de la migration
éléctrophorétique.

Chague fragment d’ ADN est visible sous forme d’ une bande dont |a position sur le
gel d acrylamide dépend de sa taille, une combinaison de bandes étant caractéristique de
chaque génotype (Tableau 5, figure 14).

Tableau 5: Taillesdesfragments derestriction en paire de base (Pb)
cor respondants aux six génotypes possibles (3 homozygotes et 3 hétér ozygotes)

E3/E3 | E3/E2 | E4/E2 | E2/E2 | E3/E4 | E4/E4

91 91 91 91 91 -
- 83 83 83 - -

- - 72 - 72 72
62 62 62 62 62 62
48 48 48 - 48 48

35 35 35 - 35 35




Figure 14 : Profil d’électrophorése sur gel d’acrylamide desfragmentsissus par
clivagedeHhal présentant différents génotypesd’ Apo E
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7. Analyse statistique:

Lesrésultats detous les échantillons obtenus ainsi que tous les paramétres considérés
ont été traités par le logiciel Epi info version 6.0. Différentes méthodes, ainsi que
différents tests ont été utilisées dans cette étude. (198)

7.1. Statistique descriptive:
Dans cette é&ude nous avons utilisé:
Les variables quantitatives sont décrites par |la moyenne + 1 écart type.
Des comparaisons de moyenne avec formulation de |'hypothése nulle, la

comparai son de deux proportions observées.

N, €t n p sont les tailles de deux échantillons

e= (Ka-Xy e= écart réduit
- sa 2/n,et sb’/n, variances delamoyenne dansle
7. 12
Vsa'+sh”
groupe A et B
n;:\ nh

Lavaleur ¢ calculée est comparée alavaleur lue dans latable de I’ écart réduit.
S £<1.96, ladifférence n’est pas significative au seuil de 5% et on
ne peut rejeter I” hypothése nulle d' absence de différence entre Xa et
Xb
(ou pl et p2 pour des proportions).
Si £>1.96 ladifférence est significative au risque  =0.05, on peut

conclure que X1 (ou pl) est statistiquement différent de X2 (ou p2).

7.2. Tests de comparaison de variances:

L’ égalité des variances est la condition de base pour les tests de comparaison de
moyennes. C'est letest de L’ ANOVA.

Nous avons utilisé donc L’ ANOVA en cas de distribution normale. Dans le cas ou
les variances différentes, objectivées grace au test d homogénéité des variances de Bartlett,

nous avons utilisé le test non paramétrique de Mann-Whitney.



7.3 L’ enquéte analytique:
Dans I’ enquéte anal ytique: pour étudier la relation entre un facteur d’ exposition et la
maladie, et en plus des tests déja cités nous avons:

Comparé la moyenne de la variable mesurant I’ exposition chez les malades et
les non mal ades.
Nous avons crée des classes et utilise des méthodes qualitatives .Ces
méthodes permettent de décrire la relation entre le facteur d’exposition et la
maladie de maniére plus concréete et permettent |’ utilisation de méthodes

statiques plus simples. Le test utilisé dans ces conditions est lec?. (198)

7.4. Calcul del’Oddsratio:
Pour calculer I’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence: Il est
présenté sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de |’ étude

est présenté en colonne et |e caractere exposé/non expose en ligne.

Malades | Témoins
Exposée (E+) a b atb
Non exposés (E-) C d c+d
a+c b+d Total
OR=a*d/b*c

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsgue la maladie est rare parmi la population (prévalence <5%).
Dans ce cas |I'Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait

une enqguéte de cohorte pour la popul ation.

Pour déterminer sil existe une stabilité épidémiologique, on a utilisé trois tests
statistiques :
- En cherchant a tester ['hypothése nulle Ho selon laguelle il n'y aurait pas

d'association entre lamaladie et |e facteur de risque



- I'hypothese nulle est formulée d'une seule maniére qui est (Ho: OR=1).
- Onautilisé la méthode de Mantel et Haenszel pour calculer un Odds lié a un facteur
en ajustant simultanément sur plusieurs autres:
Trois valeurs de Khi carréc2 sont données : les valeurs de p sont données pour un degré

de liberté.

Letest du c2 sans correction :

N = [(a*d) - (b*C)] 2/ [(a+b)*(c+d)*(a+c)*(b+d)]

Letest du c2 de Mantel- Haenszel :

N = (N-1) (a*d)-(b*c) /e @]

Lacorrection de Yates:

N = [| (a*d_)_(b*c) | '0.5*N] 2/ [(a+b)*(c+d)*(a+c)*(b+d)]

Letest de Fisher est calcul € pour le tableau, et les résultas des deux tests
unilatéral et bilatéral sont donnés dans les cas ou une case du tableau est

inférieure a 5.

7.5. Lesintervalles de confiance:

Les intervalles de confiance : ont éé calculés par la méhode de Cornfield.
L 'approche estimative de |'analyse statistique vise a quantifier I'effet éudié et le degré de
certitude de cette estimation gréce a un intervalle de confiance, qui identifie généralement
une fourchette de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a
95% de trouver la valeur réelle. L'intervalle de confiance pour les Odds ratio ont été

calculés a partir de I'approximation de Fleiss.

7.6. Choix dela" p value" :

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risquea) .Si la valeur de p calculée a
posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée
stati stiqguement significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité



de la présentation des résultats. L'usage a retenu de maniere consensuelle I'ensemble des
seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui représentent des risques raisonnables pour prendre une
décision.



Résultats et discussion

1. Répartition des sujets selon la pathologie et le sexe :

Cette étude cas témoin regroupe 114 sujets dont 60 témoins et 54 patients remplissant les
critéres du diagnostic de M.A probable. Répartis comme suit:

- 60 Témoins dont 30 Femmes et 30 Hommes.

- 54 M.A dont 25 Femmes et 29 Hommes.

Tableau 6 : répartition des sujets selon la pathologie et le sexe

F M Totdl
ALZ 25 29 54
Témoins 30 30 60
Totdl 55 59 114
MA

mF

-

Figure 15: répartition des malades selon le sexe

Dans notre éude on ne retrouve pas de prédominance d' un sexe par rapport a un
autre, ce résultat ne concorde pas avec la plupart des données de la littérature.

Selon plusieurs études, Les femmes ont un risque plus élevé de développer une
maladie d’Alzheimer que les hommes (199). Dans I’ éude Paquid, I’incidence de la
maladie d’'Alzheimer était, avant 80 ans, plus élevée chez les hommes que chez les

femmes, alors que c'est I’ inverse apres 80 ans (200).



Cette différence d’'incidence en fonction du sexe pourrait étre expliquée par des
différences biologiques et hormonales, notamment un possible effet des oestrogenes.
Plusieurs études ont montré que la prise de traitement hormono-substitutifs de la
ménopause semblait étre associée a une réduction de plus de 50% du risgue de la maladie
d'Alzheimer. L’espérance de vie, plus élevée chez les femmes que chez les hommes,
pourrait également expliquer les résultats observés.

|| faut noter que dans certains pays comme | es Etats-Unis oul cet écart d espérance
de vie entre hommes et femmes est moindre, |”incidence de lamaladie d’ Alzheimer ne

varie pas selon e sexe (201).

2. Répartition par tranched’age:
Les malades et les témoins sont classés en tranche d' &ge de 10 ans sauf pour les
plus de 90 ans qui sont classés en une seule tranche.

Tableau 7: Répartition desmalades et témoins par tranche d’ age

ALZ T
50-59 4 17
60-69 11 17
70-79 27 16
80-89 11 6
>=90 1 2

Notre éude montre une prévalence de la MA avoisinant les 7 % dans la population
agée de moins de 65 ans ; elle augmente avec I'age, la moitié (50%) de nos malades se
trouve dans latranche d’&ge 70 -79 ans, suivi de |la tranche d’ &ge 60-69 et 80-89 ans avec
destaux de 20.37%.

L’ &ge moyen des sujets MA est de 73,47 + 7,61 |égérement supérieur a celui des
témoins qui est de 67,17 + 10,84. (tableau 8)



Tableau 8: lesMoyennes d’age dans les groupes malades et témoins

F M Moyennes
ALZ 74,68 £ 6,7 72,4+ 8,29 73,47 £ 7,61
Témoins 68,26 + 12,2 66 + 9,27 67,17 £ 10,84

L’ &ge est sans conteste e principal facteur de risque de la MA, qui n’ apparait pas
tant que la personne n’ a pas atteint un &ge adulte minimal généralement 65 ans.

Dans notre éude I'age semble étre lié a une augmentation exponentielle de la
fréguence de la maladie, elle atteint un pic dans la tranche d’ &ge de 70-79 ans (figure 16).

Cet augmentation est retrouvée dans toutes les études, dont la plupart montrent que
I’incidence de la MA double pratiquement par tranche d’&ge de 5 ans apres 65 ans, alors
gue l'augmentation de la prévalence en fonction de I'ége est moins rapide aprés 90 ans.
Certains travaux suggerent qu'un plateau pourrait ére atteint pour les classes d'éges les

plus élevées.
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Figure 16: Répartition des malades et témoinsen tranche d’age

Ces hypothéses; suggérant que, passe un certain &ge, cette croissance
exponentielle se stabiliserait, restent a discutées, dans la mesure ou, au-dela de 85 ans, les
effectifs des études sont faibles (202)

Dans |'étude coopérative européenne, le groupe de recherche EURODEM a
rassembl € les résultats obtenus entre 1980 et 1990, sur 8 cohortes de sujets de plus de 65



ans (203) incluant des résultats obtenus sur la population francai se (étude PAQUID) (204).
La fréguence des démences augmente avec |'age, passant de moins de 2 % entre 65 et 69
ans a plus de 30 % apres 90 ans.

Plusieurs études sont menées pour expliquer, comment |I'age favorise-t-il la
neurodégénéresence, une augmentation marquée dans la production des radicaux libres,

A

peut prédisposer pour les désordres apparentés a |’ &ge (205) (206).

3. MM SE et L’évaluation du statut cognitif et du stade dela démence:

La démence comporte différents degrés de séverité définie en fonction du score ou
MMSE (mesure du déficit cognitif par le Mini-Mental State Examination). Qui est une
évaluation cognitive structurée et breve qui peut étre appliquée au lit du malade ou en
consultation par des cliniciens.

Cetest est sensible surtout aux troubles des fonctions cognitives rencontrés dans les
démences et en particulier dans la maladie d’ Alzheimer. 1l évalue les fonctions cognitives
suivantes: |’ orientation spatio-temporelle, la mémoire immédiate, la concentration et le
calcul mental, la mémoire de fixation (long terme), le langage et les habiletés
visuoconstructives (207).

Les auteurs du test (Folstein et al, 1975) ont proposé comme limite inférieure de la
normalité le score de 24/30: un score < 24 signale la présence probable d'un syndrome

démentiel. Cette limite est abaissée pour les niveaux socioculturels bas. (207)

Tableau 9: Evaluation du statut cognitif et du stade de la démence

Score ALZ %

18-24 8 14,8
11-18 11 20,4
=<10 35 64,8

En pratique, nous optons pour |’ attitude suivante:

— MMSE > 27: la probabilité d’un syndrome démentiel est tres faible (mais pas
nulle).

— MMSE = 24-27: zone de doute.



— MMSE < 24: haute probabilité de la présence d’ un syndrome démentiel.
Le score global reflete une performance dont I'interprétation nécessite de prendre en
compte |'age du sujet, |'éat affectif mais surtout le niveau culturel (208)

14,80%

iﬂ'm mi18-24
64,80% m11_13

Figure 17 : Evaluation du statut cognitif et du stade de la démence

Dans notre étude tous les témoins ont un score supérieur a 27, considérées comme
cognitivement normaux ne présentant aucune forme de démence. Alors que tous nos
malades ont un score inférieur a 24, et présentant des formes plus au moins avancées de
démence. 64,8 % sont touchés par une démence sévere; 20.4% par une démence modérée
et 14.8% sont déments |égers (209).

4. Etude génétique de I’ APOE :
L’ é&tude génétique du polymorphisme de I’ Apo E a concerné les 60 témoins et 54 mal ades,

4.1. Répartition des fréquences alléliques dansla population d’étude:

Le tableau montre que la répartition des alléles de I’ apoE et inégale sur I’ensemble
des deux groupes.

Tableau 10 : Fréguencesalléliques del'Apo E dansle groupe témoin et malade.

e2 e3 e4

(%) N (%) N (%)
Témoins | 3 | 49 | 50 82,8 7 | 123
ad 2 | 46 | 36 67,6 16 | 27,80

Nos résultats montrent la prédominance de |’ alléles3 dans le groupe témoin avec
une fréquence de (82,8%), suivie deed (12.3%) et 2 (4.9%) (Tableau 11). Ce résultat est



compatible avec une étude récente sur la population constantinoise qui montre la
prédominance de |’ allelee3 réalisé par khodja et al (212).

Cette tendance comparée aux données de la littérature, montre qu'elle est
semblable aux résultats présentés par des études, Francaise, Espagnol, italienne,
Finlandaise, et sur des populations marocaines et tunisienne (210) (211) (312).
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Figure 18 : Répartition desfréquences alléliques dansles deux groupes

Nos résultas cependant, sont sensiblement différents de ceux rapportées dans les
populations japonai ses, Américaine (Boston), Iranaise (Tehran), et colombiennes (213).

Ainsi La répartition des alleles de I'apo E est inégale sur I’ensemble de la
population mondiale. Cette observation souligne |'importance de |'endroit géographique et
le fond ethnique des sujets dans |'étude des génotypes d'APOE et leur association avec la
MA.

Dans notre étude, la fréquence de I'allélee4 est de 27.80 % deux fois plus élevé
dans le groupe malade que dans le groupe témoins (12.3 %), présentant une variation de
15.5%. Son augmentation est le résultat d’ une baisse de la fréquence alléliquese? et €3
dans e groupe M.A.

La fréguence de I’ allélee4 est augmenté dans les formes tardives de la MA dans
différents pays d’'Europe (213), au Etats-Unis (214) et au japon. (215). Dans toutes ces
études la fréguence de I’ €4 varie entre 0.10-0.18 dans lapopulation générale, alors qu'elle
est fortement augmentée entre 0.24- 0.52 chez les sujets atteints de MA. (Tableau 11)

En Europe de I'ouest, la fréquence de I’ ¢4 chez les groupes MA et dans la
population générale suit un gradient décroissant nord-sud allant des pays du nord avec des



prévalences de 0.2, a une prévalence de 0.1 dans les pays du bassin méditerranéen
(Espagne et Italie) (216) (217). Par conséquent la fréquence de I’ alléles3 augmente du
nord au sud pour atteindre une fréguence maximale de I’ ordre de (0.849-0.898) au tour
des pays du bassin méditerranéen (218) (219).

Tableau 11 : Fréguencesalléliques del'Apo E dans différentes é&udes dansle monde.
(216) (217) (218) (219).

n Fréquences alléliques
€2 €3 ed
Finland
AD cases 109 0.07 0.72 0.21
Controls 188 0.08 0.83 0.09
France
AD cases 675 0.04 0.61 0.35
Controls 657 0.07 0.82 0.11
Spain
AD cases 116 0.03 0.60 0.37
Controls 133 0.05 0.88 0.07
Minnesota, USA
AD cases 296 0.04 0.62 0.34
Controls 463 0.10 0.78 0.12
Colombie
Cas MA 61 0.02 0.60 0.36
Témoins 61 0.02 0.89 0.08
Japon
Cas MA 72 0.02 0.67 0.31
Témoins 83 0.03 0.90 0.07
Sud del’ltalie
CasMA 173 0.03 0.69 0.28
Iran
Cas MA 105 0.0095 0.78 0.21
Témoins 129 0.027 0.91 0.06

Cette augmentation de la fréguence de I’ all€élec4 dans les groupes MA nous permet
de suggérer une association entre cet aléle et la maladie dans notre éude.



Il est important de signaler que notre étude ne retrouve pas de différence dans la
fréguence de |’alléles2 entre sujets malades et témoins.
4.2. Lesfréquences génotypiquesdel’Apo E :
Le tableau montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et
les sujets d’ Alzheimer.

Tableau 12 : Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes

Témoins ALZ

n (%) N (%)
e3/e3 42 68,9 26 48,1
e3/e4 12 19,7 19 35,2
e2/e3 5 8,2 2 3,7
e2/e4 1 1,6 3 5,6
ed/ed 1 1,6 4 7,4
Total 61 100 54 100

Ladistribution génotypique de ce géne indigque ques3/e3 est le génotype dominant
dans le groupe témoin et dans le groupe malade, avec une fréquence de 68.9% et 48.1%
respectivement, ces résultats concordent avec ceux retrouve dans toutes les éudes réalisées
atraversle monde.

Ainsi laprévalence du génotypee3/e3 est de (66.7%) Framingham (USA), (62.2%)
Allemagne, (64.3%) France, (71.1%) japon, (70,8%) chine, (71%) en Arabie Saoudite,
(69%) au Liban, (65.2%) en Hongrie, (69.84%) au Portugal, (83.1)% au Mexique, (58.7
%) en Finlande, (72.1%) au Japon, (88.2%) en Grece. (72.1%) Soudan, , (67.3%) Maroc,
et (71.2%) en Tunisie (222) (223) (224).

La figure 19 montre que la distribution des fréquences génotypiques de |’ apoE
varie significativement entres mal ades et témoins.
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Figure 19: Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes.



Dans le groupe témoin e génotype e3/e3 et suivi des génotypes ed/e3 (19,7%) et
€2/e3 8,2% ; alors que les génotypese2 / e4 et e4 /ed ne sont présent que chez 3.2% de la
totalité des témoins.

En revanche dans le groupe malade les fréquences génotypiques présentent un
ordre décroissant différent de celui des témoins, le génotypee3/e3 le plus fréquent, suivi
des génotypes e3/e4 (35,2%), edled (7,4%), e2/ed (45,6%) et e2/e3 (3,7%).

On constate que le génotype e3/e4 est plus fréguent dans le groupe malade, il est
augmenté de 15.7% par rapport aux témoins. Le génotype ed/ed est également plus
important chez les malades, il est augmenté de 5.8%. De méme |e génotypee?2 / e4 et plus
important chez les malades.

Alors gque dans les deux groupes on n'a pas trouvé des porteurs du génotype €2 /
€2; cependant les porteurs du génotype €2 / €3 sont plus nombreux dans le groupe
témoins que dans | e groupe mal ade.

On remarque que le nombre de mal ade augmente avec la présence de I’ allél e dex4,
ainsi, seulement 3.7% des malades présentent des génotypes €2/e3, alors que 48%
présentent au moins une seul copie de I'e4, suggérant une association entre cet allele et la
MA.

Nos résultats sont en accord avec toutes les éudes, démontrant une association
directeou indirecte du polymorphisme de I’apoE avec la MA dans différents groupes
ethniques a travers le monde.

Nos résultats concordent avec ceux d Alan Roses et col, 1993 qui ont é&é les
premiers a suggérer que I’ allele e4 avait une forte association avec la maladie d’ Alzheimer
(225).

Schmechel D et col ont montré que lafréguence de |’ alléle e4 atteignait 40 % dans
une population de patients atteints de formes familial es tardives de |a mal adie (226).

Cet association a éé confirmée par de trés nombreuses études cliniques et
épidémiologiques, étendue aux formes sporadiques tardives ainsi qu’a certaines formes
précoces (220), (221).

Saunders et col ont présenté des données cliniques concernant |I’association de
I"’apoE al’MA, suggérant que (65%) del’ MA peut étre attribué ala présence de I’ alléle e4, et le risque
del’MA est plusfaible chez les sujets ayant |e génotype €2/€3 (227).

Dans cette méme étude 23% de cas de MA était attribué al’absence de I’ alléle E2. Suggérant I’ effet

protecteur de |’ €2.



Aprés la découverte de I’ association de I'allélec4 avec la maladie d’ Alzheimer, la
guestion s'est posée de savoir si cette association était spécifique de cette maladie ou
pouvait étre retrouvée dans d’ autres types de démence.

Les études d'association du géne de I'apoE avec dautres maladies
neurodégénératives ont alors conduit a suggérer que I’ alléles4 est essentiellement associé
a des affections présentant une amyloidogenése telles que les démences a corps de Lewy.
A l'inverse, les maladies principalement caractérisées par une dégénérescence
neurofibrillaire (la paralysie supranucléaire progressive ou les démences fronto-

temporales) (228) ne sont pas associées al’alléles4.

4.3. Influence des frééquences génotypiques et alléliquessur LaMA :

Tableau 13 : Calcul desoddsratio des sujets malades ayant un alléle e4, €2, e3/e4 et
e2/e3 par rapport aux témoins ayant un génotype 3/3.

Oddsratio c? [

3.23 8,13 0,003

ed vse3/e3 (1.37< OR<7.71*) 8,12 0,003
7,56 0,005

e2 vse3/e3 0.96 0,25 0,61
(0.22< OR<4.15*) 0,25 0,61

0,12 0,72

e3/ed vs 2.56 10,3 0,03
e3/e3 (1.27< OR<3.01*) 10,28 0,03
9,63 0,04
e2/e3 vs 0.65 1,67 0,196
e3/e3 (1.27< OR<3.01*) 1,66 0,197
1,25 0,262

* - Limites de confiance selon Cornfield a 95%

Le calcul des Odds ratio montre que les porteurs de |'alléleed présentent une
association significative (p<0.01) vis-a-vis de la survenue de la maladie d’ Alzheimer.

Le risgue moyen de développer une M.A chez les individus porteurs de |'all el ee4
par rapport a ceux portants I'allélee3, est élevé, chez les sujets (homozygotes) avec un OR
de 3.23 et les sujets E3/E4 avec un OR de 2.56.



La contribution du polymorphisme du géne de I'apo E dans la MA est
suffissmment documenté et largement étudié, et I’allélec4 été fortement associé ala MA
dans toutes les études effectuer atraversle monde.

Nos résultats concordent avec toutes ces études, dont une méta-analyse menée par
Rubinsztein et Easton (1999) qui a porté sur 3 390 patients de plus de 65 ans. Le risque
relatif (OR) de la maladie d'Alzheimer associé a l'alléle E4, calculé par rapport aux sujets
homozygotes E3/E3 était de (3.18), I’ OR des sujets porteurs de deux alléles était de (11.57)
(229).

Une autre méta-analyse de Farrer et col. (1997) qui a regroupé 47 études portant
sur 5939 malades et 8746 témoins, chez les sujets caucasien, le risque de MA éait
significativement augmenté, les génotypes e2/e4 (OR=2.6, 95% Cl=1.6-4.0), e3/ed
(OR=3.2, 95% Cl=2.8-3.8), et ed/e4 (OR=14.9, 95% Cl= 10.8-20.6); alors que la valeur
des ORs diminuée pour les génotypee2/e2 (OR=0.6, 95% CI=0.2-2.0) & e2/e3 (OR=0.6,
95% CI=0.5-0.8) (230).

De nombreuses études on confirmé cette association entre |’ alléle e4 et laMA ainsi
dans les études de Brousseau T et coll (231) et Higgins GA et col (232), lerisque de
maladie d'Alzheimer lié al'alléle e4 de I'apolipoprotéine E est augmenté d'un facteur 4 a
10.

Strittmatter et Roses (233) ont établi que le génotype de I’ Apo E est associé au
risque de développer une MA, Les sujets porteurs d’un alléles4 auraient un risque relatif
de MA de 1,84 et les sujets homozygotes 4 un risque de 3,3 par rapport aux sujets qui ne
sont pas porteurs de cet aléle.

Kivipelto et al. , dans une cohorte finlandaise, ont constaté que I'ApoE4 était un
facteur de risque indépendant de la maladie d'Alzheimer (MA), méme aprés ajustement des
facteurs de risques vasculaires (OR 2,3 ; IC 95%: 1,1- 4,1) (234).

D’ autres études ont été faites en fonction de I’ &ge de début et la présence de I’alléle
e4. Ainsi, Castelli et al (235) dans une étude cas témoins de cent patients présentant des
troubles mnésiques liés a I’ &ge. Les patients homozygotes pour |'alléles4 présentent un
age de survenue des troubl es plus précoce que les autres patients.

D’ autres études, comme celle de Corder et ces collaborateurs (236), ont montré
que la présence de I’ alléle e4 baisse considérablement I’ &ge de début de la maladie, ainsi

le début est plus précoce pour les porteurs du génotype 4/4 (50% avec &ge de début de



66 ans), puis £3/4 (50% de 73 ans) et £3/3 (50% de 86 ans), et ceux de €2 /e4 ont un &ge
encore plus tardif. Des données contradictoires on éé publié sur I'influence de I'allele e4
sur I’ &ge de début de la maladie.

En admettant un mode de transmission autosomique dominant, Rao et al. ont
suggéré que, dans des formes familiales tardives, la pénétrance des génotypes incluant
I’alléle e4 est compléte chez les femmes et de I’ ordre de 62 & 65 % chez |es hommes (237).
Cette différence est aussi observée pour les formes sporadiques puisque | e risque associé a
I"allele e4 est supérieur (de I’ordre de 2 fois) pour les femmes par rapport aux hommes
(238).

Dans notre éude Les sujets ayant I'alléles 2 ne présentent pas de différence
significative par rapport aux homozygotese 3/ € 3 en ce qui concerne son implication dans
laMA. Ainsi que lafréguence de I’ alléle e2 dans notre groupe MA est de 4.6% ne différe
pas du groupe contréle qui est de 4.9%.

L'effet protecteur de €2 n'est pas évident dans notre population d étude. Nos
résultats sont en accord avec les données obtenues en Espagne, Iran, Turquie, et Italie.
Ainsi que |’ effet protecteur des2 est moins évident dans|’est del’ Asie (210) (239).

L'allele e4 était établit comme un important facteur de susceptibilité pour la MA
dans plusieurs groupe ethnique, mais sa contribution dans la maladie d’ Alzheimer n’ est pas
la méme dans ces différents groupes (240).

L'impact de I’alléle e4 est plus élevé chez les Japonais mais beaucoup plus faible
pour d autres ethnies, voire difficilement observable par exemple dans des populations
afro-américaines. Chez les africains du sud de Sahara, des études ont montré une absence
d association de |’ allele e4 avec laMA. (Tableau 14).



Tableau 14 : Estimation del’'impact des différents génotypes du géne codant pour

I’APOE en fonction del’origine ethnique sur lerisque de développer la maladie
d’Alzheimer (241)

Populations Populations Populations Populations
Afro- Hispaniques japonaises caucasiennes
Américaines
OR | IC%% | OR 1C95% OR 1C95% OR 1C95%
e2le2 | 24 | [0,3- 2,6 [0,2-33,3] 11 [0,1-17,2] | 06 [0,2-2,0]
22,7]
e2/e3 | 0.6 | [0,4- 0,6 [0,3-1,3] 09 [0,4-2,5] 0,6 [0,5-0,8]
1,7]
e3/e3 | 1 Refere 1 Référence 1 reference | 1 reference
ce
e2led | 18 | [04- 3.2 [0,9-11,6] 24 [0,4-154] | 2,6 [1,6-4,0]
8,1]
eded | 11 [0,7- 2.2 [1,3-34] 56 [3,9-8,0] 3,2 [2,8-3,8]
1,8]
edled | 57 | [2,3- 2.2 [0,7-6,7] 331 [13,6- 149 | [10,8-
14,1] 80,5] 20,6]

OR: Oddsratio; IC 95 % : intervalle de confiance a 95 %. * : €3/ € 3 est pris comme
référence.

Ces variations sont probablement expliquées a la fois par un patrimoine génétique

et des facteurs environnementaux différents, qui sont mal documentés (241).

4.4. Répartition selon le nombre de copies:

I'alléle ¢ 4 éaient de (2.47),

Tableau 15 : réparation selon le nombre de copies de |’ apoE

ALZ T Y%ALZ %T OR
0 28 47 33,3 55,3
1 24 18 28,6 211 2,24* [0,97-5,21]
1+2 28 19 333 22,4 2,47%[1,10-5,61]
2 4 1 4,8 1,2 6,71*[0,65-116]
* 1 p<0.05

A

Apres ajustement du sexe et de I’ &ge, les OR des sujets avec une ou deux copies de

homozygotes de 6.71.

Les OR des sujets hétérozygotes de (2.24), et des

Ainsi lerisgue est plus élevé pour les sujets porteurs de deux alléles e4 que pour les

porteurs d'un seul alléle. Indiquant qu’il existe un effet-dose, associé a cet aléle.




Cette effet-dose, est retrouvé dans plusieurs études, dans lesquelles le risque de
développer laMA est augmenté de 2 a 3 fois pour les porteurs d'un alléles4 est de |'ordre
de 10 & 15 fois pour les porteurs de deux allélese4 (242).

Plusieurs études ont prouvés que I’ expression des alléles du gene apoE n'est pas
similaire chez les patients et les témoins. Chez |es malades de génotype3/e4, on note une
augmentation relative de I’ expression de I’ alleles4 par rapport al’allelee3, de I’ ordre de
1,5 fois supérieure a ce qui est observé chez les témoins de méme génotype (141).

Ces observations indiquent qu’ outre les variations qualitatives du géne de |’ apoE,
des variations quantitatives de |’ expression des alléles de I’ apoE représenteraient aussi un
déterminant.

Selon plusieurs éudes la maladie apparait plus t6t chez les sujets porteurs de deux
alleles E4 (&ge moyen de début de la maladie = 75 ans) que chez ceux qui n'en possedent
gu'un (80 ans) ou aucun (85 ans). Le risque associé€ a l'alléles4 est moins important avant
60 ans et apres 80 ans (242).

Cet impact de ¢ 4 sur la MA ne semble apparent qu' entre 40 et 90 ans et
diminuerait apres 70 ans. Cet alléle n'aurait aucun impact sur le risque de développer
I” affection pour des individus d’ &ge trés avancé, méme si |a pénétrance du génotype: 4/ €
4 semble compl ete a 90 ans(241).

Dans une étude néerlandaise (Rotterdam Study) (243) Les relations entre démence
et athérosclérose viennent d'étre éudiées suggérant un phénomeéne dinteraction entre
athérosclérose et Apo E dans la maladie d’ Alzheimer. Le risgue de maladie d'Alzheimer
est multiplié par 4 chez les sujets porteurs d'au moins un alléles 4 et ayant une
athérosclérose, alors que le risque associé a chacun de ces éléments considéré séparément
est faible (244).

Le profil cognitif en fonction du statut de I’apo E a fait lui aussi |'objet de
plusieurs études chez les patients souffrant de MA, mais aussi chez les sujets
cognitivement normaux.

Parmi ces études celle de L ehtovirtaecoll. En 1996 (245), qui ont mis en évidence
une détérioration mnésique plus importante chez les sujets homozygotese4, qui contraste
avec des fonctions verbales mieux préservées et ce quel que soit I'&ge de survenue des
troubles. Ce qui est en faveur d’ une préservation relative du fonctionnement frontal.

Smith et coll se sont aussi intéressés a I’ influence du génotype de |’ apoE sur e
«phénotype » cognitif de patients souffrant de MA et de DCL (246). |Is mettent en



évidence une relation entre la présence de I'alléles4 et |I'importance de la détérioration
mnésique chez ces patients souffrant de MA et de DCL. Ils concluent a une possible
répartition des | ésions cérébral es variable en fonction du statut de |’ apoE.

Néanmoins, la présence de |’ alléles4 serait un facteur de risque des démences de
type frontal (247). Pourtant, la distribution des apolipoprotéines E dans le cortex cérébral
des patients souffrant de MA serait tres hétérogene, avec des concentrations maximales
dans le cérébel lum et des concentrations minimales dans le cortex frontal.

Corder et col ; Growdon et col ; Kurz et col ; Blacker et col ; Murphy et col, on
constaté que le phénotype dela MA ne différe pas entre les porteurs et les non porteurs de
I’e 4, d’'autres retrouvent que les sujets porteurs de 4 auraient, a age de début égal, une
évolution clinique plus lente et moins grave que les non-porteurs (242). Ce résultat doit
étre confirmé dans des études prospectives sur des cas incidents de la maladie d'Alzheimer.

Ainsi I'alleleed est un facteur de risque majeur de la MA. Mais la similitude
clinique et cognitive entre porteurs et non porteurs de I’ €4 indique I'influence d’autres
facteurs génétique et environnemental dans le phénotype de laMA.

5. Etudedes autres facteursderisque:

Parmi les facteurs de risque nous avons pris en considération |es plus connus et les
plus quantifiables a savoir : le niveau d’ éducation, |e tabagisme le diabéte, HTA, et
I”alcool.

5.1. Leniveau d’étude:

68% de nos malades sont des analphabétes suivi par (27,8 %) avec un niveau
primaire, et seulement (3.8%) avec des niveaux secondaires et supérieurs, ces résultats
montrent que le niveau d’'éducation semble jouer un réle important dans le risque de
survenue de la MA. Les personnes n'ayant pas poursuivi une longue scolarité
(Analphabéte, Primaire) ont plus de risques d’ étre atteints.



Tableau 16 : représentant du nombre et du % des malades selon leur niveau d’éude.

ALZ %
Aucun 37 68,5
Primaire 15 27,8
Secondaire 1 1,9
Supérieur 1 1,9

La plus part des études trouvent qu’ un niveau d'éducation €élevé parait un facteur

protecteur tout comme certaines activités sociales et de loisirs. Ainsi, les activités qui

nécessitent la planification des taches et I'initiative (jardiner, voyager, bricoler, tricoter)

parai ssent associées a un risque moindre de démence alors qu’ aucun lien n’apu ére misen

évidence pour les activités comme la lecture, les jeux de société ou la garde de jeunes

enfants. L’ activité physique permettrait également de réduire les risques de développer la
maladie d’ Alzheimer (248).
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: répartition des malades selon leur niveau d’ éude.

Nos résultats concordent avec plusieurs études transversales et la plupart des études

réalisées a partir de données d’incidence qui observent une association entre un niveau bas

d' éducation ou catégorie socioprofessionnelle et un risque accru de maladie d’ Alzheimer ,

méme si certains auteurs ne retrouvent pas d'association. A |ésions cérébrales égales, les



symptdmes cliniques de la maladie pourraient apparaitre plus précocement chez les
personnes ayant un bas niveau d’ éude.

Dans I'éude Paquid, il a éé montré que ce qui différenciait les sujets était
I’ obtention ou non du certificat d éudes primaires, et les sujets n’ayant pas atteint ce
niveau présentaient un risque accru de développer une démence (RR = 1,83) elou une
maladie d’ Alzheimer (RR = 1,81) (248).

Il est intéressant de noter que cet effet du niveau d éducation n’explique pas le
risque accru de maladie d’Alzheimer chez les femmes &gées de plus de 80 ans, puisque,
dans cette génération, le niveau d’ études des femmes était beaucoup plus faible que celui
des hommes.

Les sujets ayant atteint le certificat d éudes pourraient avoir une capacité de
réserve cérébrale leur permettant de mieux résister alamaladie, et d’en différer ainsi de4 a
5 ans |’ expression clinique.

Les occupations a I’ége adulte ne semblent pas jouer un role déterminant

contrairement a celles effectuées durant |’ enfance et I’ adolescence.

5.2. Lestraumatismes cr aniens:

Parmi nos malades, 11 sujets soit (20.4%) présentent des antécédents de

traumatismes craniens.

Tableau 17: représentant la fréquence des traumatismes cr aniens chez les malades.

ALZ %
TC 11 20,4

L’ association entre démence et traumatisme cranien est largement controversee.
Plusieurs études ont mis en évidence un risque augmenté de maladie d’ Alzheimer chez les
sujets ayant des antécédents de traumatismes craniens (249), d’autres n’ont pas retrouvé
cette association (250).

Selon I'analyse européenne, le risgue de maladie d'Alzheimer est multiplié par 1,8
chez les sujets ayant un antécédent de traumatisme crénien avec perte de connaissance
survenu au moins un an avant le début de la démence.

En 1995, R.Mayeux et coll. (251) ont montré qu'un antécédent de traumatisme

cranien ne serait facteur que chez les porteurs de I'alléle E4, la superproduction de protéine



B amyloide et d'interleukine 1 aprés un traumatisme cranien pouvant ére le mécanisme
biologique de cette association.

En revanche, dans une étude publiée en 1997 (252), le phénotype de I'Apo E ne
modifie pas le risqgue de maladie d'Alzheimer associé aux antécédents de traumatisme
cranien

Et les résultats obtenus a partir des données d’incidence en population des études
Eurodem et de Rotterdam (253), n'ont pas retrouvé d'association significative entre
traumatisme crénien et risqgue de maladie d’ Alzheimer ou de démence, ni d interaction
entre traumatisme cranien et apolipoproténe E (254).

Lataille de notre échantillon et les résultats que nous avons obtenue ne nous permet
pas de suggérer une association entre traumatisme cranien et la survenue de laMA.

5.3. Dépression :

Parmi nos 54 malades 39.6% présentent des antécédents de dépression. Résultats
qui nous permet d’'envisager que des antécédents de dépression peuvent augmenter le
risque de laMA.

Tableau 18: représentant la fr égquence de la dépression chez les malades.

ALZ %
Dépression 21 39.6%

Cette association entre dépression et Alzheimer est confirmée par plusieurs études
avec un risque relatif de 1,16 a 3,50 pour les études cas-témoins et de 1,08 a 3,20 pour les
études de cohorte (255).

Mais Selon Tony Jorm (255) qui a publié une remarquable revue de la littérature
sur | association entre dépression et démence.

Méme si cette association est confirmée par cette revue |’ auteur pose le probleme
de I"interprétation de cette association. Selon Iui, 6 hypotheses sont envisageables:

(1) les traitements antidépresseurs sont des facteurs de risque de démence ;

(2) ladémence et la dépression ont des facteurs de risque communs;

(3) ladépression est un syndrome prodromique de la démence ;

(4) ladépression est réactionnelle a des troubles cognitifs précoces ;



(5) la dépression abaisse | e niveau de détection de la démence (cognitif ou
fonctionnel) (6) ladépression est un facteur causal de la démence.
Les quatre derniéres hypothéses paraissent les plus crédibles selon Tony Jorm. Cette
discussion est exemplaire et pourrait s appliquer a beaucoup de facteurs de risque.

5.4. Etude desfacteursderisque vasculairesdansla MA :
On connait maintenant |'importance grandissante des facteurs vasculaires dans la maladie

d Alzheimer.
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Figure 21 : fréquences desfacteur sderisque vasculaire.

Casserly et Topol ont mis en évidence que la maladie d'Alzheimer et
I'athérosclérose ont en commun des origines génétiques et des facteurs de risques
environnementaux, comme |I'Apo E, I'hyperhomocystéinémie, e diabete, I'hypertension, le
tabagisme, I'inflammation, |'augmentation de la masse grasse et |'obésité (256).

Une étude longitudinale suivant 1138 sujets agés initialement non déments a
montré que les patients présentant des facteurs de risque cardiovasculaires comme le
diabéte, I'hypertension, les pathologies cardiaques et |e tabagisme sur une période de plus
de 5,5 ans étaient plus a risque de développer une maladie d'Alzheimer. Avec un seul
facteur de risque vasculaire, le risque relatif était de 1,7 (IC 95%: 1,1-2,4) et ce résultat
augmentait avec le nombre de facteurs de risques cardiovasculaires : 2,6 (IC 95%: 1,6-3,9)
pour deux facteurs de risque et 3,4 (IC 95: 2,1-5,7) pour trois ou plus.



Alagiakrishnan K et col dans leur revue de la littérature ont souligné le lien
probable entre la prise en charge adaptée des facteurs de risque cardiovasculaires et la
prévention ou le ralentissement de la progression de la démence (257).

5.4.1. Letabagismeet I’alcool:
L e tableau montre la fréguence des al cooliques et des fumeurs malades

Tableau 19 : représentant la fréquence des fumeur s et alcooliques chez les malades.

ALZ %
Tabac 17 31.5%
Alcool 4 7.4%

5.4.1.1. Letabagisme:

Dans notre groupe malade les fumeurs sont en nombre de 17 soit 31.5 % seulement
contre 68.5% de non fumeurs. Ces résultats parait en accord avec différentes études
épidémiologiques semblent attribuer au tabagisme un r6le protecteur vis-avis de la
maladie d’ Alzheimer. Plusieurs études cas témoins ont observées que le risque de maladie
d'Alzheimer semble étre réduit chez les fumeurs.

Une analyse européenne du réle du tabac dans la maladie d'Alzheimer montre un
risque de maladie inférieur de 20 % chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs.

Des hypothéses biologiques pourraient renforcer cette observation, des liens entre
nicotine, récepteur nicotinique et maladie d'Alzheimer ayant été décrits. Cependant, de
nombreuses difficultés méthodol ogiques imposent |a prudence dans les conclusions.

Pour ce facteur, qui est prédictif de mortaité, I'emploi du terme " protecteur " doit
rester tres réserve (258).

5.4.1.2. Alcool :

Dans cette éude, 4 malades (7.4%) seulement était des consommateurs d’ al cool
contre 93% qui n’ ont jamai s consommait.

Nos résultats semblent concorder avec plusieurs études qui trouvent que des
consommations modérées d'alcool sont reconnues comme protectrices contre la maladie
d’ Alzheimer.

Un tel effet été mis en évidence pour les démences et la maladie d'Alzheimer dans
I'étude PAQUID. Une consommation modérée de vin (2 a 4 verres de vin par jour) est

associée a un risgue moindre (259).



Les données de I'étude Paquid ont été analysées une seconde fois par un
épidémiologiste américain reconnu (260) en tenant compte de tous les facteurs
d ajustement possibles inclus dans les données de la cohorte, en particulier les
performances cognitivesinitiales, ainsi que de la technique d’ échantillonnage : les résultats
Se sont révélés identiques.

Dans une autre population frangaise de 60 a 70 ans (étude EVA), dont les sujets
sont indemnes de toute démence, une consommation modérée d'alcool est associée a de
meilleures performances cognitives, uniquement dans la population féminine (261).

Ces résultats ont été confirmés par la cohorte de Rotterdam, et il semble que ce soit
non la consommation de vin mais plutét celle d’ alcool qui intervienne (262).

Dans d autres études comme cel le des chercheurs du Mount Sinal Hopital de Miami
Beach (Etats-Unis) qui se sont penchés sur 938 personnes de plus de 60 ans chez qui venait
d'étre diagnostiquée une probable maladie d'Alzheimer. |Is ont ensuite interrogé la famille
(conjoint, enfants) pour évaluer la consommation de tabac et d'alcool au coursde lavie. Ils
ont ainsi pu observer que les buveurs réguliers (au moins trois verres par jour) souffraient
d'une maladie d'Alzheimer en moyenne 4,8 ans plus tot que ceux qui ne buvaient pas ou
peu. De méme les gros fumeurs (plus d'un pagquet de cigarettes par jour) éaient atteints de
la maladie 2,3 ans plus tét que les non-fumeurs. Pour ceux qui avaient |'alléle e4
apolipoprotéine E, la maladie commengait 3 ans avant |es autres (263).

Quant aceux alafois, fumeurs, buveurs, et porteursde |’ allele e4, ils dével oppaient
la maladie 8,5 ans plus tét que ceux qui échappaient a ces trois facteurs de risque. Les
personnes qui étaient dans le premier cas de figure ont été atteintes d'Alzheimer a68,5 ans,
contre 77 ans pour les seconds (263).

Selon plusieurs auteurs la consommation d‘alcool, aigué ou chronique, interfere
avec le fonctionnement cérébral. En dehors des états confusionnels liés aux intoxications
aigués ou au sevrage, |‘intoxication éthylique chronique est responsable de nombreux
syndromes neuropsychiatriques : déficits cognitifs d'intensité variable pouvant réaliser un
tableau démentiel, encéphalopathie de Wernicke, syndrome de Korsakoff, maladie de
Marchiafava Bignami et atrophie cérébelleuse (264).

Quoiqu’il en soit, ces études d observation ne permettent pas de conclure

formellement aun lien de causalité.



5.4.2. Lediabéte:
Notre éude révele que 16.6 % des mal ades sont diabétiques.

Tableau 20: la fréquence du diabéte chez les malades.

ALZ %
DNID 9 16.6%
Nor mal 45 83.4%

Des études épidémiologiques et immunohistochimiques attirent |'attention sur la
contribution des glucides a la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer. Ainsi Plusieurs
études convergent pour démontrer que le diabete accroit le risque de développer une
maladie d'Alzheimer.

Des produits terminaux de glycation ont été détectés dans les plaques séniles
extracellulaires qui contiennent des agrégats de protéines amyloides et dans les
enchevétrements neurofibrillaires al'intérieur du cytoplasme des neuronesZ65).

Dans la Rotterdam study qui a porté sur plus de 6 000 personnes agées de 55 a 99
ans, (262), Le DNID double pratiquement le risque de maladie d'Alzheimer.

La Honolulu-Asia Aging study a également mis en évidence que le diabéte é&ait
associé a la maladie d'Alzheimer et que cette association était particuliérement forte avec
les patients porteurs de I'all€le e4 de I'apolipoprotéine E (266).

Jusgu'a présent, il n'a pas été mis clairement en évidence que les traitements du
diabéte puissent diminuer l'incidence de la maladie d'Alzheimer. Deux éudes
dintervention ont néanmoins suggéeré qu'une prise en charge optimale de la glycémie
pouvait améliorer |es fonctions cognitives de patients diabétiques (267).

Quant a notre éude lataille de I’ échantillon et le résultat que nous avons obtenue
(16% de diabétiques) ne permet de conclure un lien de causalité entre diabéte et MA.

5.4.3. L’hypertension artérielle (HTA):
Parmi nos 54 malades (40.7 %) sont hypertendus.

Tableau 21: représentant lafréquence del’HTA chez les malades.

ALZ %
HTA + 22 40.7%
HTA- 32 59.3%




Cetterelation entre I’ efficience cognitive et les val eurs de pression artérielle ont fait
I’ objet de nombreux travaux.

Une étude récente menée chez 700 sujets agés présentant dga une maladie
d’Alzheimer indique une aggravation plus importante des troubles cognitifs chez les
hypertendus que chez |es normo-tendus (Odds ratio = 1,6, IC 95 % = 1,0-2,7) (268).

Les études longitudinales sont les plus informatives puisqu’'elles étudient le
retentissement de I’ hypertension chronique sur les fonctions cognitives. Leurs résultats
sont concordants et la plupart d' entre elles indiquent un lien entre |’hypertension et
I”altération cognitive. En particulier, I"hypertension a I’age moyen de la vie est un
paramétre fortement prédictif d’ une détérioration cognitive ultérieure.

Ainsi, pluslapression artérielle initiale est élevée, moins bon est |e fonctionnement
cognitif ultérieur.

Dans I’ é&ude de Framingham (268), les fonctions cognitives sont corrél ées de facon
négative aux valeurs initiales de pression artérielle systolique et diastolique mesurées 12 a
14 ans plustot.

La Honolulu-Asia Aging Study (269) retrouve une augmentation significative du
déclin cognitif aprés 25ans de suivi (RR= 245, IC95% = 1,42-4,25) chez les
hypertendus en comparai son aux normo-tendus.

Des données similaires ont été notées dans la cohorte d Uppsala(270): les
fonctions cognitives évaluées a I’ &ge de 70 ans sont moins bonnes chez les patients dont
les pressions artérielles sont élevées al’ &ge de 50 ans.

En France, |’ é&ude EVA (271) a montré un risque de déclin cognitif augmenté par
2,8 (IC 95 % = 1,6-5,0) chez des hypertendus &gés au terme d'un suivi de seulement 4 ans.

Un travail récent portant sur une analyse de 10963 sujets de la cohorte ARIC (272)
a retrouvé la méme corrélation entre la présence d’'une hypertension artérielle et la
survenue d’une altération cognitive 6 ans plus tard.

L’ hypertension expose non seulement au risque de déclin cognitif, mais aussi au
risque de démence toutes causes confondues. Une relation est retrouvée entre la pression
artérielle mesurée al’ &ge de 70 ans et I’ incidence de la démence (vasculaire ou Alzheimer)
9a15ansplustard (273).

Ainsi, les valeurs de pression artérielle al’ &ge de 70 ans sont plus élevées chez les
patients qui vont développer une démence entre 79 et 85 ans, en comparaison a ceux qui ne
développent pas de démence. Plusieurs autres travaux ont démontré une augmentation du
risque de démence chez les hypertendus en comparaison aux normo-tendus.



Une récente étude franco australienne suivant 1241 sujets &gés hypertendus, a
montré que le traitement anti-hypertenseur était associé a un risque plus faible de MA (OR-
0,58 ; IC 95% 0,42-0,81). Les inhibiteurs calciques notamment étaient associés a une
diminution du risque d’ apparition d’une MA (274)

Dans notre étude (40.7%) de nos malades sont hypertendus, ce résultat nous permet

de suggérer une corrélation entre HTA et laMA.
6. Etude du Profil lipidique:
Le tableau montre la différence des moyennes des différents parameétres lipidiques

entre le groupe MA et la population témoin dans les deux sexes séparément.

Tableau 22 : Comparaison des Moyennes des paramétres lipidiques dans|'Alzheimer
et chez lestémoins.

CHOL Hommes Femmes
Témoins ALZ Témoins ALZ
Chol 1,75£037 | 191+037* |182+0,39| 1,87+0,39
TG 1,17+057 | 1,29+0,72 |1,19+067| 1,22+0,37
C-HDL | 0,44+0,07 | 0,37+0,08* |0,47+0,08| 0,42+ 0,08*
C-LDL | 1,10+032 | 1,22+0,29* |1,15+034| 1,14+0,34

Le lien entre marqueurs biologiques du métabolisme lipidique et risque de maladie
d Alzheimer est controversé.

Pendant les 15 derniéres années, plusi eurs études épidémiologi ques suggére que des
taux élevé de cholestérol plasmatique peut contribuer dans la pathogenése de laMA, ainsi,
les individus ayant des taux élevé de cholestérol plasmatique, sont plus susceptible de
développer I’'MA.

Le profil lipidique générale des malades de notre éude concorde avec celui de
plusieurs études, dans lesquelles les patients MA ont des taux élevée de cholestérol total
plasmatique, et du cholestérol-LDL (172), avec de bas niveaux d'HDL (173), en

comparai son avec des témoins du méme &ge.



Ce profil métabolique (des taux €élevés de cholestérol plasmatique et du cholestérol
LDL, et des taux bas du cholestérol HDL) et communément trouvé chez les patients avec
I athérosclérose (173).
6.1. Lecholestérol :

Nos résultats montre une augmentation modeste du taux de cholestérol chez les
hommes MA par rapport aux témoins, on remarque qu’il y a une différence significative
(p<0.05) chez les hommes alors qu’ on ne retrouve pas cette différence chez les femmes.

L’ association entre le taux de cholestérol total et la MA reste incertaine et demeure
un sujet de controverse, elle est faible dans certaines études et n'est pas évidente dans
d autres. De ce fait nos résultats sont compatibles avec certaines données bibliographiques
et ne le sont pas avec d’ autres.

Des taux élevée de cholestérol été associé a |’ augmentation du risque de MA dans
différentes études prospectives et cas témoins.

Ainsi la légére augmentation du cholestérol total que nous avons retrouvé et
compatible avec plusieurs études, dont celle de Marwan N. et col, qui ont étudiés le profil
lipidique chez 167 malade MA et 27 témoins non déments, le profil été caractérisé par une
augmentation |égére du cholestérol total, des LDL et desTG. (275).

Une autre éude récente réalisée en 2006 par K. Hall et col ; sur une population
nigérienne, a retrouvé qu’ une augmentation des taux du cholestérol total et des LDL était
associé a I'augmentation du risque de I'MA indépendamment du polymorphisme de
I’ ApoE (276).

Une étude de G. Lesser en 2001 sur une cohorte de personnes d’ &ge trés avancé
résident a une maison de retraite académique, suivit pendant une période de 7 ans et demi,
et autopsié apres leurs déces, les personnes avec les taux les plus élevée de cholestérol
présentaient un diagnostic positive de MA certaine en post-mortem (277).

La plupart des autres études qui ont associée le CT alaMA, ont constaté que c’ était
plutét les taux élevées du CT pendant I’age moyen et mir de la vie qui augmentait le
risque de développement dela MA ultérieurement.

Ainsi dans une enquéte récente, qui s'est penchée sur 9 752 hommes et femmes qui
ont bénéficié d'un bilan de santé entre 1964 et 1973, a I'ége de 40-45 ans et ont ensuite été
suivis jusgu'en 1994. Entre 1994 et 2007, 504 personnes de ce groupe ont été touchés par

la maladie d'Alzheimer et 162 d'une démence vasculaire. Les résultats montrent que ceux



ayant eu en milieu de vie, les taux les plus élevé de cholestérol ont 50 % de risque en plus
d'étre atteint en vieillissant de la maladie d'Alzheimer par rapport a ceux ayant le taux le
plus faible (306).

Kivipelto M et a, dans une étude prospective, ont mis en évidence que les sujets
présentant une pression artérielle systolique élevée £160mmhg) ou un taux sérique de
cholestérol augmenté (>6,5 mmol/l) al’age mlr ont une probabilité significativement plus
€levée de développer ultérieurement une MA, et ce méme apres ajustement de |’ &ge, de
I”indice de masse corporelle, du niveau socioculturel, des événements cardio-vasculaires et
de la consommation d’'alcool ou de tabac, par rapport aux sujets ayant une pression
systolique normale (OR 2,3 ; IC 95% 1,0-5,5) ou un taux de cholestérol normal (OR 2,1 ;
IC 95% 1,0-4,4). Les patients présentant ces deux facteurs de risque au cours de I’ age mir
avaient un risque plus élevé de développer une MA que ceux ayant uniquement I’un des
deux (OR 3,5 ; 1C 95% 1,6-7,9) (278).

Une autre étude finlandai se rétrospective a retrouvée cette association entre les taux
élevé de TC al’age mdr et I’augmentation du risque de MA aun &ge plus avance (279).

Les concentrations plasmatiques élevées de cholestérol ne sont associées que de
facon inconstante au risque d apparition d’ une démence et de laMA (280).

Une méta-analyse récente de sept études épidémiologiques a montré que la prise
d hypolipémiants, considérés de facon globale quelle que soit la nature pharmacol ogique
de la molécule, n'était pas significativement associée a une diminution du risgue
d apparition d'une démence (282). De plus, il a été suggéré que la réduction du cholestérol
plasmatique, par régime et/ou médicament hypolipémiant, éait associée a des troubles
psychologiques tels que la dépression ou |’ agressivité, pouvant altérer les performances
cognitives (283). En revanche, la prise de statines représente un facteur protecteur
significatif vis-avis du risque d apparition d’ une démence RR = 0,43 [IC95 % 0,31-0,62]
(284).

Deux études observationnelles ont rapporté un effet protecteur des statines sur
Iincidence de la MA. L’une était une analyse transversale (284), et I’autre une étude de
type cas-témoin nichée dans une cohorte . Les statines modifient le métabolisme du
cholestérol et diminuent également le taux de A béta (peptide béta amyloide) dans le
liquide céphalo-rachidien (LCR).

Une éude allemande randomisée, contre placebo, a évalué I'effet d’une prise
guotidienne de 80 mg de simvastatine sur 26 semaines chez des patients atteints de MA.
Elle a mis en évidence une diminution significative du taux de A-béta 40 dans le LCR des



patients atteints d’ une MA a un stade modérée. Cette réduction de I’ Abéta était corrélée a
la diminution de 24S hydroxycholestérol. Ces modifications n’ éaient pas retrouvées chez
les patients aux stades plus sévéres de la maladie (284).

Cette association entre I” hypercholestérolémie et laMA, n’apas été retrouvée dans
I’ étude cohorte de Framingham en 2003 (286) et par la Honolulu— Asia Aging Study
(287).

En méme temps, des études compl é&tements contradictoires de celle qui vient d’ étre
cité trouvent que destaux élevé de cholestérol était associé a une réduction du risque de la
MA.

LesdonnéedelalLSA * the Italian Longitudinal Study on Aging), qui a étudié une
population de 2963 déments aucune association entre le TC et la progression vers la
démence n’a était trouvée chez les sujets présentant un DCL. Néanmoins dans cette étude
multivariée, des niveaux €levés d’ éducation et des taux élevés de cholestérol paraient avoir
un effet protecteur (279). Ces résultats étaient confirmeés par de nombreuses autres études
prospectives, dans lesquelles une association inverse mais |égerement significative été
retrouveé, indépendamment du génotype de |’ apoe (289).

Ainsi une étude de cohorte prospective et randomisée mené sur 4316 participants
de plus de 65 ans des taux élevée de cholestérol total été associé a la diminution de
I”incidence de MA aprés gjustement du génotype de I’ apoe et |es facteurs cardiovascul aires
(290).

Une autre éude de cohorte de Mielke et col (2005), atrouvé qu’ une augmentation
destaux du TC a 70, 75 et 79 ans était associé avec une réduction du risque de démence
entre 79 et 88 ans, ainsi des taux €élevés de cholestérol a |’ &ge avanceé été associée avec la
réduction du risque de démence (291).

Iy a quelques pistes épidémiologiques mais cependant peu de preuves cliniques
sur le fait qu’un taux sanguin de cholestérol bas puisse retarder |’ apparition d’ une MA.

Mais d'apres ces quatre derniéres études il est probable que des taux élevé de
cholestérol puissent avoir un réle protecteur contre les démences et les DCL, alors que la
plupart des études expérimentales montrent que des taux élevés de cholestérol accélére la
production de I’AB dans MA en modifiant le métabolisme de I’ APP et en favorisant son
clivage par |a béta secrétase (292).



Il parait improbable que les mécanismes associer a la protection contre le déclin
cognitive soit en relation avec la cascade amyloide.

En effet le cholestérol est une molécule essentiel pour plusieurs processus
biologiques ainsi elle peut avoir plusieurs effet bénéfiques comme son réle de précurseur
des hormones stéroidien (cestrogene, androgénes et vitamine D) et de maintien de
I”intégrité structurale et la modulation de la fluidité des membranes cellulaires, ainsi qu’il
est un éément essentiel pour le maintien de I’intégrité synaptique et la neurotransmission
(293). Tous ces processus sont compromis avec I'&ge, et il a éé montré qu'ils sont
perturbés pendant la MA. De plus, les études in vitro ont suggéré que le cholestérol agit
comme un anti-oxydant ainsi il peut avoir un effet protecteur pendant la pathogenéese des
démences (294), probablement en captant les pro-oxydant pour crée |’ oxystérols, qui sont
moins toxiques que les radicaux libres.

6.2. LesHDL:

Notre éude montre une légere diminution des taux des HDL (p<0.05), chez les
deux sexes par rapport aux témoins.

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études, comme celle de Merched A et
col, qui ont noté que la diminution des HDL sériques été corrélés avec la sévérité de la
MA, et que des taux élevés de cholestérol HDL été associé a une diminution significatif
du risgue de démence, ces résultats on été confirmeé par I’ étude PAQUID en France (295).

Dans une autre éude de Henrike Wolf, en étudiant des patients de 75-85 ans, des
taux bas de cholestérol HDL ont été fortement associé a une atrophie globale et
hippocampique, et un plus grand risque de démene, indépendamment des Iésions
cérébrovasculaires. Ces résultats refl etent le role central des HDL comme des transporteurs
des lipides dans le cerveau. Des taux sérique élevé peuvent paraitre protecteurs contre les
démence et laMA. (296).

Nos résultats tendent a confirmer celle de plusieurs autres études épidémiol ogiques,
montrant une association entre des taux bas de cholestérol HDL et MA. Mais Les rapports
associant I’HDL au risque de MA sont inconsistant.

Ainsi Dans une large étude prospective de cohorte de G. Li et coll, les taux de
cholestérol était obtenue pendant une période de 5 ans avant |’ apparition des démences, les
résultats ont confirmé une importante association entre des taux élevés de TC et d HDL a
I”a&ge mur et |’ apparition d’ une démence ou une MA (297).

I”étude de Honolulu (Asia Aging Study ) (298) a montré que des taux élevés de

HDL al’&ge moyen entre (45 a 60 ans) ou al’age mdr , était associé al’ augmentation de la



densité des plaques neutritiques et des dégénérescences neurofibrillaires chez des hommes
américano-asi atiques.

Une éude de Marwan Sabbagh et col de 2004, qui ont examiné le profil lipidique
de 153 sujets MA, a montré gu’ une augmentation significative des taux des HDL, et des
taux plusbasde TG et de TC été significativement associé alaMA (299).
6.3.LesLDL:

Nos résultats montent une | égére augmentation des taux du cholestérol-LDL p<0.05
par rapport aux témoins et uniquement chez les hommes.

Le role et la relation entre les taux d'LDL et la MA non pas était parfaitement
clarifié, plusieurs groupes ont montré qu’'une augmentation des LDL était associé a
I” augmentation du risque de MA. D’ autres ont obtenue des résultats variabl es.

Ainsi nos résultats sont en accord avec plusieurs études, comme celle de Yu-Min
Kuo qui, dans une analyse du profil lipidique, et du polymorphisme de |’apoE de 64
malades MA confirmé par le diagnostic de certitude en post mortem, et 36 contréles, les
individus avaient des taux significativement élevé de I’'LDL R < 0.006), comparé au
contrdles. Cet association été indépendante du génotype de |’ apoE.

L’ éude de Jeremy M. Silverman qui ont étudiés 226 résident d’ une maison de
retraite, I’analyse a trouvée que les sujets MA avait des taux significativement plus élevé
d’'LDL p< 0.05 par rapport au sujets présentant d' autres type de démences, et par rapport
au sujets non déments (300).

Plusieurs autres travaux ont confirmés que des taux élevés des LDL été associé a
I” augmentation du risque de MA comme celle de Lehtonen and Luutonen (301). Lesser et
al 2001(302).

Une éude de Romas et al., 1999 (303) rétrospective de 2 ans, ne retrouve pas
d association entre LDL, HDL et MA. Une autre étude rétrospective de 7 ans ne retrouve
pas aussi d’ association entre destaux d'LDL et laMA (304) (305).

D’ autres études comme celle de Caramelli et a en 1999; Bonarek et col en 2000
n'ont pas trouvés d’ association, et deux études additionnelles de Scacchi et al, 1998
Czyzewski et col 2001, ont rapportés une association inverse entre le cholestérol LDL et
MA, les patients avaient des taux bas d'LDL comparé aux témoins avec des démences

vasculaires et d’ autres non déments (306).



6.4. Lestriglycérides:

Dans notre étude aucune différence entre les niveaux des triglycérides
plasmatiques n’ est observée entre mal ades et témoins.

Nos résultas concordent avec plusieurs études, comme celle Adunsky et coll., 2002;
Merched et coll., 2000; Reitz et coll., 2004; Romas et coll., 1999; Suryadevara et call.,
2003; Yoshitake et coll., 1995) qui ne retrouvent aucune association entre les taux des
triglycérides et laMA (306).

Alors que des taux élevés de triglycérides été rapporté dans quelques éudes de
patients MA. (Etude de Cankurtaran et coll 2005 et Sabbagh et coll 2004) (307).

Dans une étude de H. U. Kotter I’examen de 75 patients soufrant d’une forme
précoce de MA comparé a une population soufrant de démence vasculaires n’ a pas trouvé
de différence de TC entre MA et les DV et le groupe contréle. Alors que des taux €levés de
triglycérides été fortement associé a la démence vasculaire chez les hommes, ces résultats
supportent des éudes ultérieures associons les TG avec les démences vasculaires chez les
hommes (308).

Dans Une récente étude de Braydon L et coll de 2006, qui ont mesuré les taux
plasmatiques de cholestérol et de triglycérides chez 3 modéles de souris transgéniques
présentant laMA, lestaux de CT n’étaient pas significativement différents entre les souris
sauvages et mutées. Alors q'une augmentation considérable des VLDL précéde la
déposition du peptide amyloide dans deux modél es de ces souris MA présentant des taux

€levés de peptide amyloide sérique (309).

Ainsi Larelation entre de profil lipidique et la MA n’est pas encore parfaitement
clarifié, les différents groupes de recherche a travers le monde ont obtenues des résultats
variables et le plus souvent complétement contradictoires. La fluctuation des résultats
peut é&re due a la difficulté de diagnostic de démence et la variation des moyennes d’ ages
des différentes cohortes. Letableau (annexe 07) résume quel ques autres études.

Mal gré que toutes ces études sont contradictoires, il apparait de plus en plus évident
que I'élévation du taux de cholestérol, particulierement sous sa forme LDL peut
augmenter lerisque et influencer I’ expression de|'MA (311).

Un grand nombre d’ études, effectuées sur plusieurs populations a travers le monde
ont tenté d’investiguer I’ influence du génotype de I’ apoE sur le statu lipidique sérique et |e
risque de la démence, et ont données des résultats fluctuants et tres controversés.



Conclusion:

Le géne de I’ apolipoprotéine E constitue le seul facteur de susceptibilité génétique
reconnu, la premiére étude réalisée en 1993 a montrée que la fréquence de I'alléles4
atteignait 40 % dans une population de patients atteints de formes familiales tardives de la
maladie. Dés lors, cette association a été confirmeée par de trés nombreuses études, é&endue
aux formes sporadiques tardives ainsi qu'a certaines formes précoces et finalement
compl étée par la mise en évidence d’ un effet protecteur del’allele e2.

Dans la présente étude les fréguences alléliques ont été déerminées sur un
échantillon de 114 personnes réparties en 2 groupes. Un groupe de 60 témoins d’ége
moyen de 67,17, et 54 patients remplissant les criteres du diagnostic de M.A probable,
d’ age moyen de 73,47.

Nos résultats montrent la prédominance de I’alléles3 dans le groupe témoin et le
groupe mal ade avec des fréquences de 82,8% et 67,6 % respectivement. Cette tendance est
en accord avec les résultats trouvés dans les autres populations. La fréquence de I’ allées 4
dans notre étude est deux fois plus élevée dans le groupe malade (27.80 %) que dans le
groupe témoins (12.3 %) présentant une variation de 15.5%. En Europe de I'ouest, la
fréguence de I'e4 chez les groupes MA et dans la population générale suit un gradient
décroissant nord-sud allant des pays du nord avec des prévalences de 0.2, a une prévalence
de 0.1 dans les pays du bassin méditerranéen (Espagne etltalie.)

Des études ont montré également que les sujets porteurs d' un alléleg4 auraient un
risque relatif de MA de 1,84 et les sujets homozygotese4 un risque de 3,3 par rapport aux
sujets qui ne sont pas porteurs de cet allele. Nous retrouvons cette tendance dans notre
étude avec des OR de 3.23 chez les sujets homozygotes ed/e4 et des OR de 2.56 chez les
hétérozygotes € 3/ € 4. En revanche le role protecteur de cet alléles2 dans lamaladie n’est
pas évident et reste a démontrer.

Nos résultas montrent une |égére augmentation des taux des TC, des LDL, et une
|égére diminution des taux des HDL chez les malades par rapport aux témoins. Ces
résultats concordent avec certaines études effectuées a travers le monde, mais les
arguments prouvant le lien entre le profil lipidique sérique et lamaladie d’ Alzheimer sont
encore fragmentaires et controversées.

On a examiné dans cette é&ude |’ association entre la maladie et autres facteurs de
risque, I'HTA, le diabéte, niveau d étude, les antécédents de traumatismes créaniens, la

consommation d’ alcool et |e tabagisme.



Ces facteurs de risgues ne peuvent en aucun cas étre assimilés directement a des
causes de la maladie, vue que certains patients ne présentent aucun de ces facteurs.

Les individus porteurs d'au moins un allele ¢4 ne développent pas
systématiquement la maladie. D’autres facteurs environnementaux et/ou probablement
génétiques doivent moduler de fagon importante le risque associ € a cet alléle.

Le lien fort entre |'alele epsilond de I'APOE et de la maladie d'Alzheimer a amené
certains chercheurs a proposer I'utilisation de ce marqueur dans le dépistage de la maladie
d'Alzheimer.

Le génotype de I'apo E, peut étre considéré comme un complément au diagnostic
clinique de la MA chez les sujets déments, chez lesquels la découverte d'un aléle epsilond
a une valeur prédictive positive de 94 a 98 %. Son intérét est plus grand au début de la
maladie d'Alzheimer, lorsque le diagnostic clinique est moins sir. Dans ce cas, la
découverte d'un aléle epsilond gjoute au moins 5 a 10 % de slreté au diagnostic.

En attendant la découverte de marqueurs biologiques prédictifs de la survenue de la
maladie, une meilleure connaissance de ses facteurs permet de mieux identifier les sujets a
risque, qui, dés lors, pourront bénéficier plus précocement des investigations diagnostiques
et dela mise en route d’ un traitement symptomatique.

La confirmation de liens spécifiques entre déterminants vasculaires et maladie
d'Alzheimer permettrait peut-étre |'extension de procédures de traitement et de prévention
des maladies cardiovasculaires aux démences. Les effets apparemment protecteurs des
anti-inflammatoires non stéroidiens et des thérapeutiques hormono-substitutives chez la
femme nécessitent une attention particuliére dans la mesure ou ils pourraient, a I'échelle
d'une population, réduire I'impact du fléau qui risquent de constituer les démences

Les principaux facteurs de risque de MA, I'&ge et la possession de I'aléles4 du gene
de I’ apolipoprotéine E, sont des facteurs de prédisposition qui n’ offrent aucune possibilité
de prévention. Il importe donc d'identifier des facteurs environnementaux modulant le
vieillissement cérébral et le risque de MA, sur lesgquels il serait possible d’ agir.

Avant la survenue du stade de démence irréversible, le déclin cognitif progressif va se
manifester par des déficiences cognitives |égéres qui atteignent environ 15 a 20 % de la
population &gée de 65ans et plus, mais qui représentent un état instable encore
potentiellement réversible dans son évolution naturelle ou gréce a la mise en place d'une

prévention secondaire.



Une stratégie de prévention devrait viser a éviter ou retarder la survenue du passage
vers la démence et a favoriser le retour a une cognition normale chez des sujets au stade
MCI

La connaissance des différents facteurs de risque de cette maadie reste donc
primordiae dans le but non seulement de mieux comprendre la pathogénie de la maladie

mais aussi de la prévenir afin d’ en diminuer I’incidence.
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Annexe 1 : Différents récepteurscellulaires des lipoprotéines (189)

Nom Famille | Principaux tissus | Type de lipoprotéines Ligand
concernees
LDLR LDL- Foie, muscle, LDL, VLDL, VLDL | ApoB100,
L DL -receptor receptor cerveau, coeur | remnants, chylomicron apoE
remnants
LRP LDL- Foie, cerveau, VLDL, VLDL apokE
L DL -receptor receptor poumon remnants, chylomicron
related protein remnants
VLDLR LDL- muscle, coaur, VLDL, VLDL apokE
VLDL-receptor receptor tissu adipeux remnants,chylomicron
remnants
ER2 LDL- Cerveau, placenta VLDL, VLDL apokE
ApoE-receptor receptor remnants, chylomicron
remnants
Mégaline LDL- Rein, HDL, LDL, VLDL apoE,
Chylomicrons, receptor | intestin, placenta B100, Al
Cubiline - Rein, HDL apoAl
intestin, placenta
SR-Al/All Scavenger Macrophages, LDLoxydé, LDL polyanions
Scavenger receptor endothélium acétylées
receptor type class A
Al/AlI
SR-BI Scavenger Foie, tissue HDL,VLDL,LDL apoAl, B
Scavenger receptor stéroidogenes
receptor type Bl classB
CD36 Scavenger Monocytes LDL modérément -
Glycoprotein IV | receptor endothélium, oxydées
cLassB plagquettes,
adipocytes,CM L
SREC scavenger - Cellules LDL oxydé, LDL -
receptor endothéliales acétylées
expressed by
endothelium cells
LOXI lectin-like Lectin Macrophages, LDL oxyde, -
oxidised LDL cellules
receptor endothéliales
B48R - Macrophages, Chylomicrons, ApoB438
ApoB48receptor endothelium Chylomicron remnants




Annexe 2 : ldentité, expression tissulair e, distribution plasmatique et fonction des

principales apolipoprotéines (189)

Nom Poids Tissu Distribution Fonction
moléculaire
ApoAl |28000 Foie, intestin Chylo, HDL Structurelle : activateur
physiologique de la
LCAT,; efflux de
cholestérol
ApoAll |17000 Foie, (intestin) HDL Structurelle : activateur
inhibiteur delaHL ;
efflux de cholestérol
ApoAlV | 46000 Foie, intestin Chylo. HDL Transport reverse du
cholestérol : activateur de
laLCAT : métabolisme
des lipoprotéinesriche en
TG
ApoAV foie métabolisme des
lipoprotéinesricheen TG
ApoB100 | 55000 foie VLDL, IDL, Structurelle : synthése et
LDL secrétion des VLDL ;
ligand du récepteur LDLR
ApoB48 | 275000 intestin chylomicrons | Structurelle : synthese et
sécrétion des
chylomicrons; ligand du
récepteur B48R
apoCl 63000 foie Chylomicrons, |Inhibiteur dela CETP
VLDL, HDL activateur delaLCAT,
inhibiteur delaliaison
aux LDLR, LRP, et
VLDLR
apoCll 88000 Foie(intestin) Chylomicrons, |Activateur delaLPL
VLDL, HDL
apoClIl 88000 Foie (intestin) Chylomicrons, |Inhibiteur delaLPL
VLDL, HDL inhibiteur de la captation
hépatique des
lipoprotéinesricheen TG
apoD 33000 Foie, intestin, rate, | HDL, LDL, Transport reverse du
pancréas, cerveau, |VLDL cholestérol ( ?)
surrénale, rein
ApoE 38000 Foie, macrophage, | Chylo, VLDL, |Ligand des récepteurs
cerveau IDL, HDL LDLR et LRP
Apo(a |300000a Foie Lp (a)

800000




Annexe 3 : Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines plasmatiques

humaines (189)
Lipoprotéine Mobilité Densité Taille | Proportion Principale
€l éctrophorétique (nm) EC/TG | apolipoprotéines
chylomicrons| Pasde migration 0.93 75-1200 /19 B48,E, C
VLDL pré-p 0.93- 30-80 1/ 3.3 B100,E, C
1.008
IDL pré-B lent 1.008- 27- 35 1/ 35 B100,E
1.019
LDL B 1.019- 18- 27 1/0.23 B100
1.063
HDL2 a 1.063- 9-12 1/0.22 AL All,C
1.125
HDL3 o 1.125- 7-9 1/0.19 ALl All,C
1.210
pré-BHDL pré-p 1.210- | < 7(disque) nd Al
1.250
Lp (a) 1.040- 25 B100- (a)
1115




Annexe4: Mini mental state examination de FOLSTEIN Modifié
(niveau de scolarisation élémentaire ou non scol arisé)

Nom : Date:

Je vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre
mémoire. Les unes sont trés simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du
mieux gue VOUS pouvez.

ORIENTATION :
Quelle est ladate d’ aujourd’ hui ?
Temporelle:
Quel jour sommes-nous ? noté O ou 1
En quelle saison ?
En quel mois?
quelle était |a féte récente ?
quel &ge vous-avez ? (préciser I’ année)

GURWN P

sous total :  /
5
Questions alternatives :
- Nom de I’ actuel Président de la République ?
Spatiale:

6. A quel endroit sommes nousici ? notéO0ou 1
Hopital (nom particulier)
Cabinet médicale (nom du médecin — quartier)
7. dansquelleville setrouvet-il ?
8. Dansquel Pays?
9. dansquelle région de ce pays (Est, Centre, Ouest, Sud) ?
10. A quel étage somme-nous ?
soustotal @/

5

APPRENTISSAGE :
Je vais vous dire 3 mots. Je voudrais que vous me les répétiez et que essayiez de les
retenir. Je vous les demanderai tout al’ heure.
11. café- thé noté 0 ou
1
12. fleur
13. porte
sous total ./
3
ATTENTION ET CALCUL :
Voulez-vous compter a partir de 20 en retirant 2 a chaque fois.

14. 20-2 (18) noté Oou 1
15. 182  (16)
16. 162  (14)



17. 142 (12
18. 12-2 (10)
soustotal : /5
Question alternative :
Comptez arebours a partir de 10.

Epreuve interférentielle

- Compter al’endroit jusgu’a 10
- Citer les prénoms de vos enfants
- Epeler cemot al’envers

RAPPEL :
Pouvez-vous me dire quels éaient les 3 mot que je vous ai demandé de répéter
et deretenir tout al’ heure.

19. Café—thé noté Oou 1
20. fleur
21. Porte
soustotal : /3
LANGAGE :
22. Montrer un stylo. Quel est le nom de cet objet ? noté 0 oul

23. Montrer une montre. Quel est le nom de cet objet ?
24. Ecoutez bien et répétez aprés moi :
“ Ni Le Ken, koun, ouala belek ”
25. Posez une feuille de papier sur le bureau, la montrez au sujet
en lui disant “ écoutez bien et faites ce que je vais vous vous dire :
prenez cette feuille avec la main droite
26. Pliez-laen deux
27. Et jetez lapar terre
28. Donnez 5 noms d’ animaux / fruits.
29. Empan chiffréal’envers4—-2-7.
soustotal :/ 8
Questions alternatives :
- Récitez lesjours de lasemaine.
- Test dereconnaissance de visage sur photo.
- Mimeutilisation d’ objet (se peigner).
- Annaux entrelacés avec les deux pinces pouce-index.

PRAXIES CONSTRUCTIVES:
30. Tendre au sujet une feuille de papier e lui demander :
“ voulez vous recopier se dessin”

O

SCORE TOTALE (0- 30) : /30

Epreuves alternatives :



Annexe5: lequestionnaire

Fiche synthétique TCND (troubles cognitifs neur o-dégénératifs) Neurologie
N°: Service:

Diagnostic:
Score MM SE : Génotype:

Alzheimer : probable possible

Nom : prénom : age: sexe:
Taille: poids :

Niveau d’'éude:  aucun
Primaire
Secondaire
Supérieur

Profession : ouvrier préciser : actif
Agent retraité
Fonctionnaire chomage
Cadre
Cadre supérieur
Libérale

Lieu devie: domicile
Foyer pour personnes agéees
Autre

Situation familiale: seul
Avec conjoint

Avec enfant
Lieu d’habitat : milieu rural
Milieu urbain
L es antécédents per sonnels:
Tabagisme: nombre de cigarettes /jour

Facteursderisques mnésiques:

Alcool prise de canabis

Prise de benzodiazépines traumatisme cranien

Troubles respiratoires chroniques autres (méningo-encéphalite, boxe)



Maladies générales:

Pathologies thyroidienne cancer AVC

HTA diabete

Mal adies inflammatoires chroniques ulcére (gastrite)
Antécédents psychiatriques:

Syndrome dépressif €épisode maniague

Syndrome confusionnel troub obsession compulsion

Episode délirant autres

Antécédents familiaux : ) .
Alzheimer : degré de parenté: 1%degré 2" degré 3 degré

Motif de consultation :

1-Troubles mnésiques:: oui non
Trouble de la mémoire des faits anciens
Trouble de la mémoire des faits récents

2-Apraxie aphasie agnosie désorientation temporo-spatiale
3-troubles des fonctions exécutifs
4-trouble du comportement d’ humeur sommeil

5-trouble de motricité
6-Trouble de comportement alimentaire

7-autres

Modede début :

Age de début :

Année apparente du premier signe :

Mode de début : brutale progressif

Evolution dela maladie: numéroter I’ ordre

1-Troubles mnésiques:: oui non
Trouble de la mémoire desfait anciens::
Trouble de la mémoire des fait récents :

2-Apraxie aphasie agnosie désorientation temporo-spatiale
3-troubles des fonctions exécutifs
4-trouble du comportement d humeur sommeil

5-trouble de motricité
6-Trouble de comportement alimentaire
7-autres



Annexe 7 : Tableau résumant quelques études associant le profil lipidique et laMA (306)

(307) (310)
Référence Sujets diagnostic Résultas
Jarvik et al. (1995) 206 casMA MA Le début de la MA et plus
276 témoins précoce chez ceux qui sont

Kuusisto et al.
(1997)

Notkolaet a.
(1998)

Boston et a. (1999)

Romas et a. (1999)

Evans et al. (2000)

Kivipelto et al.
(2001a)

Bonarek et al.
(2000)

980 personnes agées de 69 a
78 ans
(349 hommes, 631 femmes),
De I’ ouest de Finlande;
46 casMA

444 hommes, de 70-89 ans,
Survivant d’' une cohorte
finlandaise d’ é&ude de 7 pays

222 casMA
34 DV

140 témoins
1449 sujets caucasien, afro-
américain et Hispanique
Residents a new-work
Agées 75.8+6.4

524 sujets Afro-Américains
ayant un age supérieur a
65 ans

1449 sujets &gés de 65 a 79
ans

Etude cas témoin de 334
francais agées tous de plus
de 73 ans et qui ont
participé |’ é&tude PAQUID
37 cas déments

MA

L’Incidence
de
MA

MA

MA

Démence

Incidence
De
démence,
DelaMA,
et deDV

Incident
MA

porteurs de I'aléle e4 et des
taux élevée CT.

Des taux basde CT était
associés al’augmentation du
risque de développement de
I"MA ultérieurement
Indépendamment du génotype
del’apoE

Des taux €élevé de cholestérol
pendant le jeune age ou I’age
mure augmente le risque de
dévelopé I'MA pendant un
age plus avancé

Aucune différence dans les
taux de CT n’ a été retrouvée

Destaux basde CT sont
associ é avec | (augmentation
del’incidence del’MA,
indépendamment du génotype
del’apoE

L’augmentation des taux du
CT é&é associé avec
[’augmentation du risque de
I'MA dans le groupe non
porteursdel’aléle e4.

Aucune association n'as été
retrouvé chez les porteur de
I"ed.

L’ augmentation des taux de
TCet lapression artérielle
pendant I’age moyen et
particulierement la
combinaison de ces deux
facteurs augmente le risque de
I'MA

Aucune augmentation du TC
n'a été détectée

Et I’ augmentation des taux du
HDL-C été associée aune
diminution significative du




Kamijn et al.
(2000)

Kivipelto et al.
(2002)

Solfrizzi et al.
(2002)

Tan et &. (2003)

Reitz et al. (2004)

Dufouil et al. (2005)

Mielke et al. (2005)

297 non déments

3734 (80%) agés de 71a
93 ans ayant participé dans
une étude de
cohorte 8006 personnes
d’ origine américano-
japonaise

1449 sujets
Agésde65a 79 ans

61 casMA
63 témoins

1026 sujets de |’ étude
Framingham
d’age moyen de 78.1+5.3
ans

4316 personnes assi stées
médicalement, &gées plus
de 65 ans et résidant au
nord de Manhattan, New
Y ork

Une étude de cohorte
De 9294 sujets sélectionnés
danstroisvilles francaises
Bordeaux, Dijon,
Montpellier

Un totale de 392 individus,
166 hommes est 226 femmes
de 70 ansrésidant a
Goteborg in

MA

Incidence
delaMA

MA

Incidence
MA

Incidence
MA

Incidence
dela
démence de
laMA et
desDV

Incidence
de
démence

risque de démence
indépendamment du risque de

I’ apoe

Aprés gjustement du sexe de
I’age du niveau d’'éducation,
de I’'DCL, aucune association
n'as été retrouvée entre les
taux des TG et du cholestérol
totale et laMA

Des taux élevée de TC et
I"augmentation de la pression
artérielle pendant I’ age moyen
augmenté le risque de
développement de la MA
pendant I’ age adulte

Indépendamment du statut de

I’ apoe

Des taux bas de TC et les
concentration  sérique de
I’apolipoproteine A était
fortement  associé  avec
[’augmentation du risque de
I'MA indépendamment de
I’ apoE et du sexe.

Le CT été pas associé au
risqué del’MA

Destaux élevée de TC était
associ és aune diminution de
I"incidence del’MA aprés
gjustement de |’ apoE et les
facteurs vasculaires.

Des taux éleveée de cholestérol
été associée |’augmentation
des risque de démence mais
depasdelaMA

Dans cette éude longitudinal
de 18 ans une association
entre des taux élevé de
cholestérol et la diminution
du risque de I'MA été
observé.




Résume :

L’ apoprotéine E (apoE) joue un réle important dans le métabolisme des
lipoprotéines plasmatiqgue comme ligand des récepteurs de la plupart des lipoprotéines
L’objectif de cette é&ude est d explorer I'impacte du polymorphisme de I’ apoE et du
profil lipidique sur la maladie d’ Alzheimer dans un échantillon de la population nord
Constantinoise

Les fréguences alléliques de |’ apoprotéine E dans notre groupe témoin sont €3

(82,8), e4 (12.3%) et €2 (4.9%), le génotype €3/€3 est le plus fréquent (68.9%) suivie par
e3/ed (19,7%), e2/e3 (8,2%) et moins fréquent pour les génotypes e2/ed, ed/ed, et e2/e2.
Les génotype e€3/e4 et ed/ed sont fortement exprimés chez les MA (35,2) et (7,4)
respectivement.

Le cholestérol et le C-LDL sont |égérement augmentés alors que les taux de HDL

sont légerement diminués chez les hommes et les femmes. Aucun changement dans les

taux des TG entre mal ades et témoins n’ est observé.

Les porteursde I’alléle €4 et €3/e4 présentent une association significative vis-a
vis de la survenue de I'MA comparativement aux sujet porteurse3/e3 avec odds ratio
3.23[95% Cl, 1.37 — 7.71] p<0.01 est 2.56 [95% ClI, 1.27 — 3.01] p<0.01 respectivement.

Les sujets ayant |'allélee2 ne présentent pas de différence significative par rapport

aux homozygotes e3/e3 en ce qui concerne son implication danslaMA.
Ces résultats mettent en évidence, I'effet délétere del'alleleed et sa contribution
comme facteur de risque dans la MA. Alors que I’ effet protecteur de I'alléle €2 et moins

évident.

Mots clés: ApoE, polymorphisme, maladie d’ Alzheimer, lipoprotéines, cholestérol.



Summary

The Apolipoprotein E (ApoE) plays an important role in the plasma mutation
of lipoprotein as ligand of receptors of the most of lipoproteins. The main of this
study is to explore the impact of the polymorphism of the ApoE and lipid profil on
the Alzheimer’s disease (AD) in a sample of Constantine population.

The ApoE freguencies in the control group were €3 (82, 8%), €4 (12, 55) and
€2 (4.8%). The genotype €3/ €3 are the most frequent (68%) flowed by &3/e4
(19,7%), €2/€3 (8,2%) and less frequent for genotypes e2/e4, ed/ed and e2/e2, The
genotype €3/e4 and €4/ €4 are more expressed in AD subjects with frequencies of
(35,2%) and (7,2%) respectively. Cholesterol and LDL-cholesterol were softly
decreased, whereas C-HDL was decreased in Men and women. No change was
observed inthe TG levels.

The carriers of alele e4 and e3/e4 subjects compared with e3/e3 are
associated with an increasing incidence of AD with (odds-ratio) 3.23 [95% CI 1,
37-7, 71] p<0, 01 and 2, 56 [955, CI 1, 27-3.01] p<0, 01, respectively.

The subjects having €2 doesn't present a significant difference with

homozygote e3/e3 with regard to itsimplication in the AD.
These results put in evidence the deleterious effect of the alele e4 and its
contribution as risk factor in the AD, whereas the protective effect of the allelee2 is

less evident.

Key world: ApoE, polymorphism, Alzheimer disease, lipoprotein, cholesterol.
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Résumé:

L’ apoprotéine E (apoE) joue un rdle important dans le métabolisme des
lipoprotéines plasmatique comme ligand des récepteurs de la plupart des lipoprotéines.
L’ objectif de cette &ude est d explorer I'impact du polymorphisme de |’ apoE et du
profil lipidique sur la maladie d’ Alzheimer dans un échantillon de la population nord
Constantinoise.

Les fréguences alléliques de I’ apoprotéine E dans notre groupe témoin sont
€3 (82,8), e4 (12.3%) et €2 (4.9%), le génotype e3/e3 est le plus fréquent (68.9%) suivie
par e3/ed (19,7%), e2/e3 (8,2%) et moins fréguent pour les génotypes e2/e4, edled, et
e2/e2. Les génotypes e3/e4 et ed/ed sont fortement exprimés chez les MA (35,2) et (7,4)
respectivement.

Le cholestérol et le C-LDL sont |égérement augmentés alors que les taux de
HDL sont Iégérement diminués chez les hommes et les femmes. Aucun changement
destaux des TG entre mal ades et témoins n’ est observé.

Les porteurs de I'allele €4 et €3/ed présentent une association significative
vis-a-vis de la survenue de I'MA comparativement aux sujets3/e3 avec odds ratio 3.23
[95% CI, 1.37 — 7.71] p<0.01 est 2.56 [95% CI, 1.27 — 3.01] p<0.01 respectivement.

Les sujets ayant I'alléle €2 ne présentent pas de différence significative par
rapport aux homozygotes e3/e3 en ce qui concerne son implication dans laMA.

Ces résultats mettent en évidence, I'effet délétére del'alléleed et sa contribution
comme facteur de risque dans laMA. Alors que I’ effet protecteur de |’ allélee2 est moins

évident.

Mots clés : ApoE, polymorphisme, maladie d’ Alzheimer, lipoprotéines, cholestérol.
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