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Introduction

Nous vivons dans des pays industrialisés. Nous vivons dans des pays médicalisés. Nous vivons dans
des pays agés. En effet, grace a 1'évolution des connaissances et des technologies médicales,nos
populations vivent plus longtemps mais souvent de fagon assistée.

Actuellement le nombre de démences séniles explose d'une part parce que les outils diagnostiques
sont plus efficaces et d'autre part parce que la part agée de notre population n'a jamais été aussi
importante.

En 2010, le nombre mondial de personnes démentes était estimé a 35.6 millions. Il est attendu qu'il
augmente encore jusqu'a 65.7 millions en 2030 puis 115.4 millions en 2050. Deux tiers habitent
dans des pays en développement ou industrialisés (annexe 2). C'est également dans ces pays que la
plus grande augmentation du nombre de personnes atteintes est attendue. Entre toutes les démences
du sujet agé possibles, la maladie d'Alzheimer est la plus fréquente, elle représente jusqu'a 70% des
cas.(Alzheimer disease international, 2010)

En France en 2010 le nombre de cas de démence est évalué entre 750 000 et 850 000 cas selon les
¢tudes, soit plus de 1,2% de la population totale. D’ici 2050 ce chiffre devrait étre multiplié par 2,4
soit plus de 1 800 000 cas, représentant pres de 3% de la population.

Toutes ces estimations sont cependant imprécises car moins d’un cas de démence sur deux est
diagnostiqué et pris en charge. Certaines formes surviennent avant I’age de 60 ans. Il s’agit de
formes rares héréditaires pour lesquelles certains génes ont pu étre identifiés. En France, ces formes
précoces concernent 32 000 cas avant 60 ans et 1 000 cas avant 50 ans.(Berr, 2011)

La prévalence mondiale estimée de la maladie d'Alzheimer est estimée a 4,7% de la population agée
de plus de 60 ans, en Europe occidentale elle est de 7,2%, la plus élevée au monde.(annexe 1)
(Alzheimer disease international, 2010)

Que savons nous aujourd'hui sur cette maladie?

ALZHEIMER (maladie d') (A.Alois, all.,1906) [angl. Alzheimer's disease]. Décrite comme la
variété la plus fréquente de démence présénile, mais survenant aussi chez le sujet agé, la maladie
d'A. est caractérisée anatomiquement par une atrophie de I'écorce cérébrale localisée surtout aux
régions pariéto-temporo-occipitales, des 1¢ésions de I'hippocampe et une dilatation des ventricules
cérébraux; histologiquement par des plaques séniles (contenant des dépdts de peptides amyloide
AP) et des dégénérescences neurofibrillaires ; cliniqguement par une démence massive avec gros
troubles de la mémoire, désorientation temporo-spatiale, aphasie, apraxie, agnosie, hypertonie
extrapyramidale, et crises épileptiques. La mort survient dans la cachexie en quelques années. La
maladie d'A. semble en relation avec un déficit du cerveau en neurotransmetteurs surtout
cholinergiques. Les anticholinestérases en constituent le principal traitement pharmaceutique.
(Garnier Delamare, 2004)



I- Découverte de la maladie

Cette pathologie, aujourd'hui connue sous le
nom de maladie d'Alzheimer a été découverte
par le neuropsychiatre allemand Alois
Alzheimer en 1906.

A. Alzheimer rencontre Auguste Deter femme
de 51 ans en 1901 alors qu'il est directeur de
l'asile de Francfort. Il s'intéressait alors aux cas
de démences préséniles. Cette patiente présente
des troubles de désorientation, des troubles de la
mémoire ainsi que des difficultés pour lire et
écrire. Ses symptomes s'aggravaient
graduellement allant méme jusqu'a des
hallucinations et des pertes des fonctions
mentales.
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Hllustration 1: Alois Alzheimer ( jehre.fr 06/11)

En 1902
Alzheimer quitte Francfort pour Heidelberg ou il commence &
travailler avec le Professeur en psychiatrie Emile Kraepelin; ils
quittent ensemble Heidelberg pour la clinique psychiatrique
universitaire de Munich en 190(Bick, 1994)

Il continuera a suivre le cas de Frau Deter jusqu'a la mort de
celle-ci en 1906. 11 réclame alors son dossier de méme que son
cerveau.
En analysant celui-ci, Alzheimer met en évidence les preuves
histologiques aujourd'hui associées a la maladie: la perte massive
de neurones, la présence de plaque amyloide et de
dégénérescences neurofibrillaires. Il exposa les résultats de ses )
recherches lors d'une conférence donnée lors du meeting de \]
Tibingen en 1906 puis la publia I'année suivante sous le titre .
h (e o . 1llustration 2: Auguste Deter en

« Une grave maladie caractéristique du cortex cérébral » ou il e

o . . ) . 1902 (medgeriatria.blogspot.com
faisait une description histo-pathologique de la maladie 06/11)
d'Auguste D.(Cipriani et al., 2011)



« Au centre de ce qui est autrement une cellule
pratiquement normale, on trouve une ou plusieurs
fibrilles visibles a leur épaisseur caractéristique eT
leur caractére imprenable. De nombreux petits
foyers miliaires se voient dans les couches
supérieures. Ils sont déterminés par le stockage
d'une substance particulieres dans le cortex cérébral.
En somme nous avons a faire a une maladie
particuliere. »(Alzheimer, 1907)

Alzheimer reconnut la les dégénérescences
neurofibrillaires ainsi que les plaques séniles.
(Cipriani et al., 2011)

Hllustration 3: de gauche a droite: A.Alzheimer,
E. Kraepelin, R. Gaupp, et F.Nissl
(ajma.vendee.free.fr 06/11)

La présence de plaques amyloides dans le cerveau
de patients déments avait été décrite auparavant.
Cependant Alzheimer fut le premier a introduire la
notion de dégénérescence neurofibrillaire. Cette découverte se confirme chez un de ses patients
ultérieurs: Johann F.

Le médecin voulait souligner que les plaques dites séniles se retrouvaient également chez des
patients plus jeunes. Il n'avait pas l'intention d'introduire une nouvelle pathologie. En I'occurrence,
Kraepelin, son directeur, fut le premier a parler de maladie d'Alzheimer pour distinguer les
démences préséniles des démences séniles dans la 8¢me édition de son manuel de psychiatrie.
(Cipriani et al, 2011)(Verhey, 2009)

Aujourd'hui le terme de maladie d'Alzheimer regroupe ces deux cas de démences sans distinction
d'age.

ll- Description
A) La Clinique

Les individus atteints de la maladie d'Alzheimer ne sont pas tous atteints de la méme manicre, mais
l'expression la plus classique commence par une difficulté graduellement croissante & mémoriser les
nouvelles informations. Ceci est du a la localisation des lésions neuronales primaires. Plus ces
Iésions se répandent, plus les individus vont présenter d'autres difficultés.(Bondi et al., 1994)

Les symptomes suivants sont des signes d'alerte de la pathologie:

— Perte de mémoire perturbant la vie quotidienne

— Mise a mal de la planification et de la résolution des problémes

— Difficulté a effectuer des taches familiéres au domicile, au travail ou de loisir

— Confusion dans le temps ou 1'espace

— Compréhension atténuée d'images visuelles et de relation dans I'espace

— Nouveau probléme avec les mots a 'oral ou I'écrit

— Déplacement d'objets et perte de 1'habileté a retrouver son chemin

— Déclin ou perte de jugement

— Retrait du monde social ou professionnel

— Changement d'humeur (anxiété, tension, irritabilité, apathie, tristesse, tension, perte d'énergie,
plainte somatique, discours suicidaire, culpabilité¢, dépression majeure), de personnalité¢ et de
comportement (hyperactivité, répétition, agression verbale et physique, troubles du sommeil,



incontinence, résistance a 1'aide, errance)(Alzheimer’s Association, 2010)
— Illusions et hallucinations (paranoia, identification incorrecte du soignant, de l'environnement,
suspicion, hallucination visuelles, auditives, tactile...)(Folstein & Bylsma, 1994)

B) Diagnostic actuel

Les criteres de diagnostic de la maladie d'Alzheimer ont ét¢ établis en 1984 par un groupe de travail
réunissant le NINCDS (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Strokes) et 'ARDRA (Alzheimer's Disease and Related Disorders Association). Ces critéres ont été
adoptés et utilisés mondialement pendant 27 ans. Depuis, des avancées technologiques dans le
domaine médical ont été réalisées et doivent étre intégrées dans le diagnostic de la pathologie.(Jack
etal., 2011)

Les articles des criteres originaux de diagnostic qui ont besoin d'étre revus sont les suivants:

1- Le fait que les anomalies histologiques peuvent se retrouver dans d'autres diagnostics (incluant
des individus sans troubles cognitifs, ceux souffrant de MCI (mild cognitive impairment) ou encore
d'autres démences)

2- Le manque de connaissance des critéres distinctifs des autres démences, que 1'on retrouve dans la
méme tranche d'adge, mais n'étaient pas encore totalement reconnues a l'époque (par exemple: la
démence a corps de Lewy, les démences vasculaires, les démences frontotemporales ainsi que
'aphasie primaire progressive).

3- La non inclusion dans les critéres: des biomarqueurs, de I'imagerie par résonances magnétiques
ou par tomographie par émission de positron, et des dosages du liquide cérébro-spinal.

4- Le fait que le déclin des capacités de mémorisation soit le premier déficit cognitif chez tous les
patients souffrant de la MA. (Il a été montré qu'il existe plusieurs expressions non amnésique de la
physiopathologie de la maladie comme le syndrome d'atrophie corticale postérieure ou le syndrome
d'aphasie logo-phonique primaire progressive).

5- Le manque d'information sur I'étiologie génétique de la maladie
6- Les limites d'age proposées pour le diagnostic.

7- I'extréme hétérogénéité de la démence « possible » due a la maladie d'Alzheimer qui inclut des
groupes de patients que I'on diagnostiquerai aujourd’hui MCI.(McKhann et al. , 2011)

En 2009 il a été décidé de créer 3 groupes de travail se penchant sur les modifications a apporter au
diagnostic:

— Le premier groupe fut assigné a la formulation des nouveaux criteres de diagnostic du stade
alzheimer de la maladie.

— Le deuxi¢me a ceux du déclin cognitif moyen.

— Le dernier, aux critéres pour la phase préclinique de la pathologie.(Jack et al., 2011)



Il est a noter que l'utilisation des biomarqueurs est limitée aux essais cliniques, aux études de
recherche. En effet les tests ne sont pas envisagés dans le diagnostic de routine car les criteres
cliniques apportent une trés bonne exactitude de diagnostic. De plus des études supplémentaires
doivent étre effectuées pour s'assurer que les critéres incluant les biomarqueurs ont été clairement
identifiés.

1- Le stade alzheimer

L'état de démence due a la maladie d' Alzheimer se divise en deux stades, les stades de démence
alzheimer « probable » et de démence alzheimer « possible ». La premiére étape du diagnostic sera
d'identifier 1'état de démence. Suivront des diagnostiques cliniques associées aux biomarqueurs,
quand ils seront disponibles.

a- Le diagnostic de démence

Ce diagnostic permet d'inclure un large spectre de démences allant d'une légere a la plus sévere. Il

repose sur les troubles cognitifs ou comportementaux suivants:

1- Interférence avec la capacité d'étre efficace au travail ou lors des activités classiques

ET

2- Détérioration par rapport aux niveaux de fonctionnement et de performance précédents.

ET

3- Qui n'est pas expliqué par un trouble psychiatrique majeur ou un état délirant.

4- Le déclin cognitif est détecté et diagnostiqué grace a l'association de deux facteurs:

- Recueil de I'historique du patient par lui-méme et un informateur compétent

- Une évaluation cognitive objective soit par un examen du statut mental

- Au chevet du patient soit par un test neuropsychologique (celui-ci devrait étre effectué
lorsque 1'historique et 1'évaluation mentale ne permettent pas un diagnostic certain)

5- Le déclin des capacités cognitives du comportement inclut deux au moins des critéres suivants:
a) Dégradation de la capacité d'obtenir et de mémoriser de nouvelles informations (questions
ou conversations répétitives, perte d'objets personnels, oubli d’événements ou de rendez-
vous, se perdre sur un trajet connu)

b) Dégradation du raisonnement et de réalisation de tdches complexes, faible jugement
(faible compréhension des risques de sécurité, incapacité de gérer les finances, faible
capacité de prise de décision, incapacité de planifier des activités complexes ou

séquentielles).

c) Dégradation des capacités visio-spatiale (non reconnaissance des visages ou objets
communs, difficulté de trouver des objets en vue malgré une acuité visuelle satisfaisante,
incapacité d'orienter les vétements vers les parties du corps correspondantes).

d) Dégradation de fonctions du langage: parole, lecture, écriture (difficulté de penser a des
mots communs en parlant, hésitations, erreurs de prononciation et d'orthographe)

e) Changement de personnalité¢, d'attitude, de comportement (changement d'humeur

fluctuant et non caractéristique comme de l'agitation, perte de motivation, d'initiative,
apathie, retrait social, diminution de l'intérét porté a ses anciennes activités, perte de
I'empathie, comportement compulsif ou obsessionnel, attitude socialement inacceptable)

La différence de diagnostic entre la démence et le MCI repose sur la détermination de 1'importance
de l'interférence avec l'efficacité au travail et dans les tiches quotidiennes, ce jugement clinique
n'est fait que par un médecin averti.



b- La démence « probable » due a la maladie d'Alzheimer

Les critéres cliniques fondamentaux.

A- Apparition insidieuse. Les symptomes apparaissent graduellement sur plusieurs mois ou années.
B- Historique clair d'une dégradation des fonctions cognitives grace a un rapport ou une observation
ET

C- Le déficit cognitif initial et majeur est évident par rapport a l'histoire de la pathologie et a
I'examen dans 1'une des catégories suivantes:
1- Forme amnésique: la plus commune des formes symptomatiques de la maladie. Les
déficits doivent inclure une dégradation de l'apprentissage et du rappel des informations
récemment apprises.
2- Forme non amnésique:
Langage: le déficit majeur réside dans la difficulté a trouver le mot juste. Un autre déficit cognitif
doit étre présent
Visio-spatiale: le déficit majeur se retrouve dans la reconnaissance spatiale incluant 'agnosie des
objets, déclin de la reconnaissance faciale, incapacité de percevoir plus d'un objet a la fois, alexie.
Un autre déficit cognitif doit étre présent.
Dysfonctionnement exécutif: majoritairement représent¢ par un déficit du raisonnement, du
jugement et de la résolution des problémes. Un déclin dans un autre domaine cognitif doit exister.

D-Le diagnostic de démence « probable » due a la maladie d'Alzheimer ne doit pas étre fait lorsque
qu'il y a des preuves:
1- D'une maladie cérébrale concomitante définie par un historique d'AVC temporairement
reli¢  a l'apparition ou a l'aggravation du déclin cognitif ; ou la présence de plusieurs infarctus ou
une importante charge hyperintensive de la matiére blanche. ou
2- Caractéristique fondamentale de démence a corps de Lewy autre que celle de la démence
en soi. ou
3- Caractéristique majeure de démence fronto-temporale a comportement fluctuant. ou
4- Caractére majeur d'aphasie primaire progressive variante sémantique ou agrammaticale.
ou
5- D'une autre pathologie neurologique concurrentielle et active ou d'une comorbidité non
neurologique ou de médication pouvant jouer sur les capacités cognitives.(McKhann et al.,
2011)

Les critéres physiopathologiques: les biomarqueurs

Présence d'AB.

1- Faible taux de dépdts de protéine AP42 dans le liquide cérébrospinal.
2- Imagerie par PET-scan révélant la présence de dépots de AB42.

Dégénérescence ou plaie neuronale.

1- Taux élevé de protéine Tau ou de protéine Tau phosphorylée dans le liquide cérébrospinal.
2- Diminution de 1'absorbance du 18fluorodeoxyglucose dans le cortex temporo-pariétal au PET-
scan.



3- Atrophie disproportionnée du lobe temporal (moyen, basal et latéral) et du lobe pariétal moyen
sur I'RM

La présence de ces biomarqueurs chez un patient diagnostiqué cliniquement avec une démence
« probable » due a la maladie d'Alzheimer augmente la certitude que la base de la démence li¢e a
Alzheimer est le processus physiopathologique.(McKhann et al., 2011)

c- La démence « possible » due a la maladie d'Alzheimer

Les critéres cliniques fondamentaux.

A- Terrain atypique:

On retrouve les critéres cliniques portant sur le déficit cognitif de la démence due a la maladie
d'Alzheimer vus au paragraphe précédent mais soit l'apparition du déclin cognitif est soudaine soit
I'historique ou les renseignements du déclin progressif sont insuffisants.

ou

B- Forme étiologiquement mixte:
Elle présente tous les caracteres cliniques de la démence de la maladie d'Alzheimer mais aussi des
preuves:
1- D'une maladie cérébrale concomitante définie par un historique d'AVC temporairement
reli¢ a l'apparition ou a l'aggravation du déclin cognitif ; ou la présence de plusieurs
infarctus ou une importante charge hyperintensive de la matiere blanche. ou
2- Caractéristique fondamentale de démence a corps de Lewy autre que celles de la démence
en soi. ou
3- D'une autre pathologie neurologique concurrentielle et active ou d'une comorbidité non
neurologique ou de médication pouvant jouer sur les capacités cognitives.(McKhann et al.,
2011)

Les critéres patho-physiologiques: les biomarqueurs

Les deux catégories de biomarqueurs doivent tre positives pour un individu ne répondant pas aux
criteres cliniques (ou a ceux d'une démence non due a la maladie d'Alzheimer) afin d'étre
diagnostiqué « possible » maladie d'Alzheimer.

Cependant, cette approche peut évoluer en fonction des nouvelles informations sur lesquelles
aboutissent les recherches en cours.(McKhann et al., 2011)

2- Le stade MCI

Les critéres cliniques fondamentaux.

1-Préoccupation quant a des changements cognitifs.

Il doit y avoir des preuves de variation de 1'état cognitif du patient par rapport a son niveau de base.
Ces préoccupations doivent venir du patient lui méme, d'un proche ou d'un médecin qualifié apres
observation du patient.



2- Dégradation d'un domaine cognitif au moins.

Des preuves d'une moindre performance, dans un domaine cognitif au minimum, par rapport a ce
que I'on peut attendre d'une personne du méme age et de méme €ducation. Lorsque 1'on peut répéter
les évaluations, le déclin des performances doit étre évident au long terme. Ce changement peut se
produire dans un large panel de domaines cognitifs tels la mémoire, les fonctions motrices, la
concentration, le langage ou les capacités visio-spatiales. Une dégradation de la mémoire
épisodique est classiquement observée chez les patients MCI progressant vers une démence due a la
maladie d'Alzheimer.

3- Maintien de l'autonomie dans les capacités fonctionnelles.

Les personnes souffrant de MCI ont couramment de 1égers problémes lorsqu'elles doivent réaliser
des taches complexes qu'elles faisaient auparavant comme payer les factures, préparer un repas ou
faire les courses. Elles prennent plus de temps, sont moins efficace et font plus d'erreurs qu'avant en
les réalisant. Néanmoins, elles maintiennent généralement leur indépendance dans leurs activités de
la vie quotidienne avec une assistance minimale.

Il est admis que la reconnaissance de ce critére est un challenge puisqu'il requicre la connaissance
du niveau fonctionnel habituel du patient. Cependant, il faut noter que ce type d'information est
également nécessaire au diagnostic de démence.

4- La non-démence

Ces troubles cognitifs doivent étre assez légers pour qu'il n'y ait pas de déclin social ou fonctionnel.
Si un individu n'est évalué¢ qu'a une seule reprise, ce changement doit découler de son historique
et/ou des preuves que ce déclin est plus important que celui attendu. C'est pour cela que des
¢évaluations répétées, lorsque ceci est possible, sont a avantager.(Albert et al., 2011)

Les critéres patho-physiologiques:les biomarqueurs

1- Indiquant une forte probabilité que le syndrome soit du a la maladie d'Alzheimer

Une positivité d'un biomarqueur pour la protéine AP et d'un biomarqueur de 1ésion neuronale.
Les individus ayant ces biomarqueurs sont plus enclin a progresser vers une démence due a la
maladie d'Alzheimer dans des périodes relativement courtes.

2- Indiquant une probabilité moyenne que le syndrome soit du a la maladie d'Alzheimer

a) Positivité d'un biomarqueur pour la protéine AP lorsque les tests pour les lésions neuronales n'ont
pas ou ne peuvent pas étre réalisés

ou

b) Positivité d'un biomarqueur de 1€sion neuronale lorsque la positivité d'un biomarqueurs pour la
protéine AP n'a pas ou ne peut pas étre testée.

3- Indiquant la faible probabilité que le syndrome soit du a la maladie d'Alzheimer

Des tests négatifs pour la protéine AP et les 1ésions neuronales.

L'absence définitive de dépots de protéine AP et de lésions neuronales suggere fortement que le
syndrome de MCI n'est pas du a la maladie d'Alzheimer. Dans ce type de situation la recherche de
biomarqueurs reflétant d'autres pathologies doit étre considérée. Mais ces biomarqueurs ne sont pas



aussi bien déterminés que ceux de la maladie d'Alzheimer.

Ce type de MCI peut étre du a :

a) Dégénérescence du lobe frontotemporal

b) Démence a corps de Lewy

¢) Maladie due a un prion

d) Déclin cognitif vasculaire.(Albert et al., 2011)

3- Le stade préclinique

a- Stade 1: Stade asymptomatique d'amylose cérébrale

Ces individus ont des biomarqueurs montrant I'accumulation de peptide AP associé a une rétention
¢levée de traceur lors d'imagerie par PET amyloid et/ou un taux bas de AB42 lors de dosage dans le
CSF. Aucune preuve d'altérations supplémentaires du cerveau suggérant une neurodégénération
n'est détectable, ni aucun symptome de déclin cognitif ou comportemental.(Sperling et al., 2011)

b- Stade 2: Positivité amyloide et preuve de dysfonctionnement synaptique et/ou
neurodégénérescence précoce

Ces individus présentent des marqueurs de positivité amyloide et d'un marqueur de Iésions
neuronales associées « en aval » a la physiopathologie de la maladie. Les meilleurs marqueurs
actuels de lésions neuronales sont: 1) le taux élevé de protéine Tau ou Phospho-Tau dans le CSF 2)
I'hypométabolisme de la forme Alzheimer-like (gyrus du cingulum postérieur, précuneus et/ou le
cortex temporo-pariétal) lors d'une FDG-PET 3) amincissement cortical/perte de matiére grise
localisée (cortex pariétal latéral et moyen, gyrus de cingulum postérieur, cortex temporal latéral)
et/ou atrophie de I'hippocampe sur une MRI volumétrique.(Sperling et al., 2011)

c- Stade 3: Positivité amyloide, neurodégénérescence et déclin cognitif leger

Ce stade, ou s'associent des biomarqueurs d'accumulation de protéine AP, de neurodégénérescence
précoce et des preuves de déclin cognitif léger, est le dernier stade préclinique ou le patient se
rapproche de la zone frontiere avec le MCI.

Le déclin cognitif de chaque patient s'observe en comparaison avec son propre niveau cognitif de
base méme si, avec les échelles de mesures des troubles cognitifs, la fonction cognitive du patient
est supérieure a la norme.(Sperling et al, 2011)
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Figure 1: Proposition d'évolution entre les différents stades précliniques.(Sperling et al.,
2011)
4- Diagnostic de routine

Habituellement, la méthode de diagnostic utilisée se base sur des tests rapides. Une consultation est
faite souvent quand I'entourage commence a se rendre compte des déficits de leur proche. Il est
nécessaire d'écarter toutes les autres causes de déclin cognitifs lors du diagnostic (par analyses,
imagerie et observation médicale, vu précédemment) et de déceler les symptdmes réels. Pour cela
plusieurs tests sont effectués.

/4

Evaluation cognitive:

Le premier test utilisé est le mini-mental state (MMS) permettant d'évaluer les troubles cognitifs du
patient dans cinq domaines: orientation, mémoire directe, attention et calcul, mémoire a long terme
et parole. Le score obtenu est entre 0 (sévere déclin) et 30 (normal) (Folstein 1975). (annexe 3)

Il est ensuite effectué le test qu'on appelle de 1'horloge ou il est demandé au patient de dessiner un
cadran, de le remplir avec les heures puis d'y insérer les aiguilles a une certaine heure.(annexe 4 et
5)

Activité de la vie quotidienne:
Il existe deux tests couramment utilisés, le questionnaire ADL (activities of daily living) et le
questionnaire IADL (instrumental activities of daily living) qui permettent d'évaluer la capacité de

la personne a se prendre en charge quotidiennement. (annexe 6 et 7)

Il ne faut pas oublier que le diagnostic de certitude de la MA n'est fait que par autopsie lors du déces
du patient.
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5- Diagnostic différentiel

La maladie d'Alzheimer n'est pas la seule pathologie se manifestant par des démences et des
troubles cognitifs ou de comportement. Nous allons ici voir en revue les conditions qui peuvent tre
confondues s'il n'y a pas d'approfondissement du diagnostic.

a- Les démences vasculaires

Les démences vasculaires se manifestent par le syndrome clinique de déclin intellectuel résultant
d'une lésion cérébrale due a des désordres cérébro-vasculaires tant ischémiques qu'hémorragiques.
L'évolution de la maladie se fait par a-coups, et elle apparait brutalement. L'historique du patient
montre l'association de la démence a des pathologies vasculaires comme une hypertension artérielle,
des signes d'artériosclérose ou encore des antécédents d'accident vasculaire cérébral.

Les tests neurologiques confirment la détérioration et mettent en évidence des anomalies
prédominant sur les fonctions motrices, le langage, 1'écriture et la lecture ; par opposition les
patients souffrant de la maladie d'Alzheimer ont plus de troubles de l'attention, de la mémoire
verbale et visuelle, du calcul ainsi qu'une apraxie constructive.(Billé-Turc, 1992)

b- Démences associées aux noyaux gris centraux et autres
1- Les démences associées a la maladie de Parkinson

La démence due a la maladie de Parkinson se caractérise le plus souvent par un tableau de
« démence sous-corticale » avec troubles de la mémoire, lenteur de la pensée, apathie, mais sans
syndrome aphaso-apraxo-agnosique.(Michel et al., 1992)

Les patients atteints de démence due a la maladie de Parkinson ont souvent une moins bonne
mémoire verbale et un déclin plus marqué dans les capacités visio-spatiales que des patients atteint
de démence (2 un stade équivalent) due a la maladie d'Alzheimer.(Tatemichi et al., 1994)

2- La démence a corps de Lewy

Les corps de Lewy sont des inclusions cytoplasmiques éosinophiles entourées d'un pale halo
décrites en 1912 par Lewy. La présence de ces corps dans le cerveau de patients agés peut entrainer
des symptdmes de démence.

Les individus atteints de démence a corps de Lewy montrent une association de détérioration
corticale et sous-corticale avec un dysfonctionnement fonctionnel et visuo-spatial. Au début de cette
démence il peut y avoir une conservation relative de la mémoire contrairement a la démence due a
la maladie d'Alzheimer.

Les criteres cliniques fondamentaux de cette pathologie incluent des variations des fonctions
cognitives pouvant durer de 30 minutes a plusieurs jours (troubles de l'attention, dialogue
désorganisé...), des hallucinations visuelles récurrentes ainsi que des symptomes parkinsoniens
spontanés (bradykinésie, rigidité faciale).(Grand et al., 2011)(Tatemichi et al., 1994)

3- La paralysie supra-nucléaire progressive

La paralysie supra-nucléaire progressive est une affection comportant une ophtalmoplégie
(essentiellement des mouvements oculaires de verticalit¢ vers le bas, avec paralysie de la
convergence et trouble de fixation du regard). Cette paralysie ne concerne que les mouvements
volontaires. La démence due a cette pathologie se reflete plus par des troubles de l'attention, de
fluence verbale et de troubles du comportement, que par une diminution des capacités de
mémorisation.(Tatemichi et al., 1994)
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4- La maladie de Huntington

C'est une affection héréditaire autosomale dominante se manifestant par des troubles moteurs, des
manifestations psychiatriques et une démence progressive.

Les patients atteints de démence due a cette pathologie ont un déclin des capacités verbales et visio-
spatiales comparable a ceux atteints de la maladie d'Alzheimer, mais ils font moins d'erreurs de
reconnaissance des taches.(Michel et al., 1992)(Tatemichi et al., 1994)

5- Démence frontotemporale

Le syndrome de démence frontotemporale se caractérise par de profondes altérations de la
personnalité¢ et du comportement de l'individu et est associé¢ a une atrophie bilatérale des lobes
frontaux et temporaux antérieurs. C'est une pathologie se manifestant précocement par rapport aux
autres démences.

Deux formes coexistent:

a) La plus commune: elle se manifeste par un profond changement de personnalité. On observe une
apathie, perte d'initiative, désinhibition (verbale, physique, sexuelle), un manque de tact et de
maniéres. Ces individus se détachent puis semblent ignorer les conséquences de leur changement
comportemental. Le déclin cognitif apparait dans les domaines de 'attention, de la planification et
de la résolution des problémes.

b) La plus rare: elle présente des troubles du langage progressifs et relativement isolés. Ils peuvent
se manifester par des difficultés d'expression ou a désigner (aphasie primaire progressive) ou une
difficulté de compréhension des mots (démence sémantique). Les autres fonctions cognitives sont
souvent épargnées(mémoire, répétition des mots, lecture et calcul) et ces individus peuvent rester
socialement actifs.(Grand et al., 2011)
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Ci-dessous 1'on retrouve un diagramme montrant les principaux diagnostic différentiel:

Démence
Mcl Causes réversibles
o ; N Dépression,effets secondaires,
@ dé‘;ﬁﬁfggiﬁigfgg“‘; a (désordres métaboliques, déficif
u o o o o
proche) P - > 1 vit B 12, maladie infectieuse,
Déclin cognitif objectif avec état néoplasme, hydrocéphalée
général préservé, activités Inormotensive, hématome sous-
quotidienne non modifiées durale
Apparition A o

Apparition I'utale, déclin pay Hallucinati . ppali‘lltlon

fprogressive du déclin a-coups,facteurs atlucinations, precoce, histoire
diminution des de risques SyI‘ldron’.le famlhale,
 activités vasculaires, parkl.nsonle’n, ‘ dysfonct;onpeme

uotidiennes, perte dd déficit fluctuations,déficit nt exécutif,
mémoire,aphasie f Lsi dans l'attention et Désinhibition,
-aplaxie, agnosie, rontal.signes l'exécution, déclinj h td
dysfonctionnement neurologiques ; ’ tial ¢ angeme? de

exécutif Cliniques et é Vlsuo-spa 1a personl’la: lte,

l'lmageric aphasie

MA:Maladie d'Alzheimer;DVa: démence vasculaires; DCL: Démence a corps de Lewy,DMP:
Démence due a la maladie de Parkinson; DFT:Démence frontotemporale.(Grand et al., 2011)




C) Histologie

La maladie d'Alzheimer est caractérisée histologiquement par des plaques séniles et des
dégénérescences neurofibrillaires.

1- Les plaques séniles

Les plaques séniles sont constituées d'agrégats de peptides AP entourés de 1ésions neurofibrillaires.
Le peptide AP est présent dans le cerveau a faible concentration, il provient d'un précurseur
protéique transmembranaire, I'APP (Amyloid Precursor Protein) clivé par deux protéases (B- et y-
protéase).

Chez les personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer, le peptide AP s'accumule anormalement et
forme des dépots extracellulaires.

Initialement, ces peptides se déposent de fagcon inorganisée formant ce qu'on appelle des plaques
diffuses. Ces plaques n'interagissent pas encore avec les neurones, astrocytes et microglies les
entourant.

Au fur et a mesure de la pathologie, les plaques se condensent, s'organisent et commencent a
interagir avec les cellules neuronales environnantes.

Ces plaques dites primitives continuent leur évolution et constituent éventuellement les plaques
séniles constituées d'un cceur de peptide AP entouré d'un enlacement de peptide et neurones
dystrophiques.

A 1'état final, il ne reste plus qu'une plaque atrophiée et extrémement dense. Ces plaques « burned-
out » sont peu nombreuses et vierge d'¢léments cellulaires.(Cotman & Pike, 1994)

2- Les dégénérescences neurofibrillaires

Les dégénérescences neurofibrillaires résultent de l'agrégation intraneuronale de protéines Tau
hyperphosphorylées.

La protéine Tau est présente abondamment dans les neurones, principalement les axones. Elle
permet la régulation et la stabilit¢ du réseau de microtubules en s'y liant permettant le transport
neuronal des vésicules vers les synapses. La seule modification post-transcriptionnelle de cette
protéine est la phosphorylation.

Lorsque le peptide Tau est hyperphosphorylg, il est emprisonné dans les microtubules et perturbe le
transport des vésicules. Peu a peu il diminue la fonctionnalité des axones et des dendrites. De plus
le peptide hyperphosphorylé s'auto-aggrége formant des agrégats intermédiaires, des paires de
filaments hélicoidaux et enfin de dégénérescences neurofibrillaires.

La phosphorylation de ce peptide est régulée par des kinases et des phosphatases. Il est décrit que le
peptide AP induit la cascade d'hyperphosphorylation du peptide Tau par les kinases.(Fan & Chiu,
2010)

D) Les neuromédiateurs

Les multiples déficiences en neuromédiateurs observées chez les patients souffrant de la MA sont
du a la localisation des axones en cause (cortex) et non a la vulnérabilité cytochimique des cellules
productrices de neuromédiateurs. Il est concevable, vu la complexité et la diversité des symptomes
comportementaux, que plus d'un neurotransmetteur soit mis en cause pour un type de comportement
particulier. L'équilibre entre les différents neurotransmetteurs doit €tre important pour ne pas
modifier les fonctions.
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Noradrénaline:

La quantit¢ de Noradrénaline se trouve réduite au niveau sous-cortical (hypothalamus)
contrairement au niveau cortical ou elle ne se voit pas modifiée par rapport a un sujet sain. Le locus
ceruleus est le nucleus majeur d'origine noradrénergique, les neurones dorsaux innervent les
structures corticales tandis que les neurones caudaux et ventraux se projettent vers le cerebellum et
I'épine dorsale. Les propriétés anatomiques et physiologiques des neurones noradrénergiques ont
amené a dire que ce nucleus du tronc cérébral est impliqué dans les phénomeénes de sommeil,
attention, mémoire et vigilance. Mais le role exact de la noradrénaline dans les symptomes
comportementaux dus a la maladie est flou malgré le fait que plusieurs études montrent une perte
plus importante des neurones du locus ceruleus chez les patients souffrant de la MA dépressifs. De
plus,le maintien des fibres nerveuses noradrénergique et 1'augmentation des récepteurs a2 dans le
cerebellum correspondent au comportement agressif chez les patients souffrant de la MA.

La quantit¢é de récepteurs al ne se trouve pas modifiée en comparaison au cerveau agé sain
contrairement aux récepteurs o2 qui se voient augmentés dans le cerebellum comme vu
précédemment mais diminués dans les neurones allant du locus ceruleus au tronc cérébral.(Lanari et
al., 2006)(Young & Penney, 1994)(Francis et al., 1994)

Dopamine:
La dopamine provient de cellules nerveuses localisées dans le mésencéphale. Elle est présente dans

le tronc cérébral, particulierement dans les ganglions basaux. Elle est impliquée dans le controle
moteur et dans la modulation de l'activité des centres limbiques. Il est généralement accepté que
l'association des ganglions basaux avec le cortex cérébral contribue a la coordination des différents
aspects comportementaux.

Bien que le noyau caudal ne soit pas plus atrophié chez les patients souffrant de la MA que chez les
individus agés sains, le taux de dopamine est inférieur. Au niveau cortical les taux ne sont pas
affectés de manicre flagrante. Il s'en suit une attitude agressive, comme des psychoses.

Les neurones dopaminergiques présents dans la substance noire sont diminués. En fait, un
cinquieme a un tiers des patients atteints de la maladie d'Alzheimer présentent également des
syndromes parkinsoniens. La quantité totale de récepteurs dopaminergiques de type D1 ne se voit
pas modifiée dans cette pathologie, mais le ratio entre les récepteurs de haute affinité par rapport a
ceux de basse affinité est anormale avec une diminution du taux de récepteur de haute affinité. Cette
diminution se retrouve essentiellement au niveau de l'hippocampe.(Lanari et al., 2006)(Young &
Penney, 1994)(Francis et al., 1994)

Sérotonine:

Les concentrations de sérotonine sont diminuées au niveau sous cortical. En revanche il est plus
difficile d'affirmer une modification du taux de sérotonine au niveau cortical chez les patients
souffrant de la MA. Les différences dans le systéme sérotoninergique ont été spécifiquement
impliquées dans certaines modifications du comportement comme la dépression, l'anxiété,
l'agitation, 'agressivité. Des taux de sérotonine inférieurs a la normale ont été retrouvés chez des
patients souffrant de la MA souffrant de troubles psychotiques.

La quantité de récepteurs sérotoninergique se voit également modifiée. Les récepteurs SHT1A sont
moins présents dans le cortex pariétal, les SHT2 sont toujours aussi présents mais les liaisons se
font différemment dans toutes les couches corticales. Il n'y a par contre pas de modification pour le
récepteur SHT3. Cependant, de nombreuses études se contredisent dans leur résultats, il est
nécessaire d'approfondir I'étude des récepteurs SHT chez les patients souffrant de la MA.

Acétylcholine:
Il a été postulé que la maladie d'Alzheimer était une maladie du systeme cholinergique de la méme

fagon que la maladie de parkinson est une pathologie du syst¢tme dopaminergique. Il était alors
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suggéré que les plaques résultaient d'une dégénérescence des fibres cholinergiques. Mais cette
hypothese fut rapidement mise en doute au motif qu'une pathologie aussi complexe ne pouvait pas
étre causé par une défaillance d'un seul neurotransmetteur. La perte de neurones cholinergiques n'est
pas la premiere étape de la pathologie mais en est une composante majeure.
Les concentrations d'acétylcholine sont diminuées majoritairement dans le lobe temporal (-75%)
mais également dans le reste du cortex et du systeme limbique. Les enzymes cholinergiques se
trouvent également diminuées dans les structures corticales.
Les études portant sur les récepteurs cholinergiques montrent que la quantit¢ de récepteurs
nicotiniques se voit diminuée surtout das les lobes temporaux Par contre, pour les récepteurs
muscariniques, la diminution de leur nombre est soit 1égére soit inexistante.(Geula & Mesulam,
1994)
L'importance du systeme cholinergique dans les émotions et la mémoire est cohérente avec la
concentration normalement importante des axones cholinergiques dans les régions limbiques du
cerveau. Le déclin de la mémorisation entre donc en corrélation avec la diminution du nombre de
neurones cholinergiques dans ces régions.
Des études portant sur la neurobiologie des symptomes neuropsychiatrique et plus précisément du
role de 1'acétylcholine suggere que:

a) Le déficit cholinergique contribue a plusieurs des manifestations neuropsychiatriques les plus
importantes de la pathologie;

b) Les agents cholinergiques ont des propriétés psychotropiques et réduisent les perturbations
comportementales des patients souffrant de la MA;

c) Les agents cholinergiques ont des bénéfices psychotropiques par leurs effets sur les structures
frontales et temporales involucrées dans la médiation des comportements émotionnels.
Les observations pharmacologiques, biochimiques et structurales suggérent le réle du déficit
cholinergique dans le développement des psychoses lors de maladie d'Alzheimer. La diminution du
taux d'acétylcholine est plus marqué dans les lobes temporaux. Les régions fronto-temporales sont
impliquées dans la pathogénie de psychose de plusieurs pathologies. L'occurrence de psychoses
entre en corrélation avec le déficit cholinergique de ces régions mais moins avec les changements
histopathologiques qui sont plus marqués dans le cortex pariétal.(Lanari et al., 2006)

GABA:

La quantité d'acide y-aminobutyrique, neuromédiateur inhibiteur, ne se voit pas modifiée chez les
patients souffrant de la MA, quelle que soit la localisation.

Les patients atteints d'Alzheimer présentent une liaison aux récepteurs GABA diminuée, ce qui est
reli¢ a la dégénérescence neuronale. Au niveau de Il'hippocampe la diminution est encore
remarquable et est corrélée au nombre de dégénérescences neurofibrillaires. Les récepteurs GABAD
ont peu été étudiés mais la diminution de leur nombre dans les couches II, III et V du cortex est
visible. Certains récepteurs GABAb présynaptiques se trouvent sur des synapses glutamatergique, il
est possible que leur diminution refléte la perte de ces synapses.(Young & Penney, 1994)(Francis et
al., 1994)

Glutamate:

Le glutamate est utilis¢ comme médiateur excitant dans de nombreuses voies de transmission, il
permet la libération d'autres neurotransmetteurs.

Sa concentration est diminuée chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer au niveau de
I'hippocampe, du cortex temporal surtout dans la couche III du cortex ou se font les connexions
cortico-corticales.

Le nombre de récepteurs se voit diminué¢ dans les aires les plus pathologiques et les récepteurs
NMDA liés a l'adényl-cyclase sont surtout atténués au niveau du cortex et de l'hippocampe,
suggérant que ces récepteurs soient localisés préférentiellement sur les dendrites distales des
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neurones les plus vulnérables.(Francis et al., 1994)(Young & Penney, 1994)

E) Anatomie

La maladie d'Alzheimer se caractérise anatomiquement par une atrophie de I'écorce cérébrale
localisée surtout aux régions pariéto-temporo-occipitales, des lésions de I'hippocampe et une
dilatation des ventricules cérébraux.

1- L'écorce cérébrale

Le cortex ou écorce est la partie superficielle du cerveau, une coquille de substance grise,
enveloppant la substance blanche. Il est constitu¢ chez I'homme de six couches et renferme les
neurones, interneurones et cellules gliales.

De la surface au cceur:

I. La couche moléculaire contient des axones et des dendrites: les neurones des couches internes y
envoient des dendrites courts perpendiculaires a la surface et des axones longs paralléles a la
surface.

II. La couche granulaire externe contient des neurones granulaires qui regoivent les afférences
d'autres aires. Il s'agit des connexions cortico-corticales afférentes.

III. La couche pyramidale externe constituée de cellules pyramidales qui émettent des connexions
vers d'autres aires, des connexions cortico-corticales efférentes.

IV. La couche granulaire interne contient des neurones €toilés et pyramidaux qui permettent de
recevoir les informations provenant de l'extérieur du cortex ainsi que les afférences de l'autre
hémisphere cérébral.

V. La couche pyramidale interne qui permet d'envoyer des connexions efférentes sortant du cortex,
par exemple vers les motoneurones.

VI. La couche polymorphe qui envoie des prolongements axonaux vers le thalamus pour avoir une
rétroaction a partir des données que le cortex cérébral recoit.(Ramon y Cajal, 1899)

2- Le lobe pariétal

Le lobe pariétal est situé¢ a l'arriere du lobe frontal (séparé par le sillon central), et au dessus des
lobes occipitaux (séparé par la circonvolution pariéto-occipital) et temporal (séparé par le sillon
latéral). Les aires localisées dans le lobe pariétal intégrent les stimuli somatosensitifs pour la
reconnaissance et le rappel des formes, textures et poids, la relation visio-spatiale, en intégrant ces
perceptions aux autres sensations afin de créer la conscience des trajectoires des objets en
mouvement. Ces aires participent au phénomene de proprioception. Certaines sont impliquées dans
des capacités telles le calcul, I'écriture, 1'orientation droite-gauche.(Auchus, 2011)

3- Le lobe temporal

Le lobe temporal est situé¢ a l'arricre des lobes frontaux et sous le lobe pariétal. Il s'en sépare par le
sillon latéral (anciennement scissure de Sylvius).

Les lobes temporaux font partie intégrante de la perception auditive, la composante sensorielle du
langage, la mémoire visuelle, la mémoire déclarative et les émotions.(Auchus, 2011)

Le lobe temporal médian est impliqué dans la mémorisation (surtout I'hippocampe qui est essentiel
a la mémoire déclarative et spatiale) et les émotions (I'amygdale a un role dans le coté affectif et
émotionnel de la mémoire), les traitements visuels impliquant des stimuli complexes comme la
reconnaissance des visages, l'analyse des scénes visuelles complexes ainsi que la perception et la
reconnaissance des objets s'effectuent dans le cortex inférotemporal.(wikipédia 2011)
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4- Le lobe occipital

Le lobe occipital se situe en arriere, au dessous du lobe pariétal (séparé par la circonvolution
pariéto-occipitale) et derriere le lobe temporal (séparé par la circonvolution préoccipitale).

Le lobe occipital renferme l'aire visuelle primaire, entourée par l'aire visuelle associative, ou sont
intégrés les stimuli visuels.(Sherwood, 2000)

5- L'aire associative pariéto-temporo-occipitale

Elle est située au croisement de ces trois lobes. La, le cortex accumule et intégre les informations
d'origine visuelle, auditive et somatique et les fait évoluer vers une perception complexe. Cela
permet de connaitre la situation des diverses parties du corps dans son environnement. Cette aire est
liée a l'aire de Wernicke (a la jonction de trois lobes dans 1'hémispheére gauche) qui est le si¢ge de la
compréhension du langage parlé et écrit.(Sherwood, 2000)

6- L'hippocampe

L'hippocampe, qui fait partie du systeme limbique, est situé¢ dans la face interne du lobe temporal. Il
est essentiel a l'intégration des nouvelles données consolidant la mémoire a long terme en
permettant de les stocker temporairement avant leur transfert dans d'autres régions du cortex.

Il est également impliqué dans la mémoire déclarative, mémoire des faits enregistrés aprés une
seule expérience.(Sherwood, 2000)

Les lésions que I'on retrouve sont des plaques séniles qui se forment sur 1'hippocampe.

7- Les ventricules cérébraux
Les ventricules cérébraux sont des cavités situées dans 1'encéphale. Ils sont tapissés de cellules de

I'épendyme qui contribuent a la formation du liquide céphalo-rachidien dans lequel est baigné
I'encéphale. (Sherwood, 2000)(Garnier Delamare, 2004)

Lateral ventricles

Posterior horns
of lateral ventricle

Interventricular
foramen (Munro)

Third ventricle £ .

Inferior horns
of lateral ventricles

/ Cerebellum

The cerebral ventricles projected upon the lateral
surface of the cerebrum. The smaller drawing shows
the ventricles from above.

lllustration 4: Emplacement des ventricules
cérébraux
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Healthy Older Aduit Alzheimer’s disease

lllustration 5: Comparaison entre les ventricules cérébraux

d'un témoin sain (gauche) et d'un patient souffrant de MA
(droite).
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F) Facteurs de risques

La maladie d'Alzheimer est une pathologie récente dans notre histoire. Les premicres découvertes
majeures sur son développement physiopathologique ne datent que d'une vingtaine d'années et
aujourd'hui la compréhension des différents mécanismes impliqués progresse a grands pas méme si
l'origine de cette maladie reste encore peu comprise.

1- Facteurs de risque vasculaires:

Des ¢études épidémiologiques suggérent un lien entre les formes tardives de la maladie d'Alzheimer
et les maladies vasculaires. Un facteur central est le risque de développement des perturbations
hémodynamiques séveres de la vascularisation cérébrale allant jusqu'a une hypoperfusion. Un flux
sanguin insuffisant peut contribuer a une augmentation du stress oxydatif provoquant des
dommages cellulaires et une altération des fonctions neuronales. L'augmentation du stress oxydatif
est un des changements pathologiques les plus précoces dans les cas tardifs. L'hypoperfusion
contribue également a la formation des plaques de peptides AP et des neurofibrilles. Les cas tardifs
de maladie d'Alzheimer peuvent €tre vus non pas comme une seule entité pathologique mais comme
un assemblement de plusieurs maladies ayant une issue commune. Pour cela, une compréhension
importante de la facon dont ces différents facteurs contribuent a l'expression de la maladie est
nécessaire. Des liens entre les différents facteurs de risques sont le stress oxydatif ainsi que la
neuroinflammation. Nous explorerons dans les parties ultérieures cette facette du mécanisme
pathologique(McNaull et al., 2010)

De nombreuses pathologies traitables peuvent entrainer une augmentation du risque d'apparition de
la pathologie. On retrouve les accidents vasculaires, le diabete, I'hypertension et
I'hypercholestérolémie (tous deux a un age moyen), c'est pourquoi l'inactivité physique, 1'obésité, la
prise d'alcool et le tabac sont des facteurs de risques importants également pour les démences
séniles.

a- Cholestérol

La concentration de cholestérol dans les membranes des cellules impliquées a une importance dans
le maintien de I'équilibre entre les activités des o- et B-sécrétases et leur conséquences sur le taux de
génération du peptide amyloide. L'APP comme 1'A[3 sont en partie associée a des domaines riches
en cholestérol, ce qui se traduit par une augmentation de la production d'Af lors d'une augmentation
de la concentration de cholestérol. Inversement, les plaques amyloides affectent la synthése de
cholestérol ou son efflux et sa concentration dans les membranes. Il est possible qu'il y est un cycle
de feed-back négatif dans lequel 1'élévation du cholestérol augmente la production d'AB qui inhibe
ensuite la synthése de cholestérol. Le taux de phosphorylation de Tau est également affecté par le
niveau de cholestérol, en effet elle est stimulée par un taux bas de cholestérol.

Des taux augmentés de cholestérol vers la quarantaine ont été liés a des forme de MA lors
d'autopsies. Le traitement de lapins et de souris avec des alimentations riches en cholestérol
montrent une accumulation cérébrale de dépdts amyloides.(Bjorkhem et al., 2010)

b- Hypertension
La relation entre une haute pression sanguine, les fonctions cognitives et les démences a été sujette
a beaucoup d'études cliniques et épidémiologiques. L'hypertension (pression systolique>140mm Hg

et/ou pression diastolique<90mm Hg) est un facteur de risque pour beaucoup de pathologies telles
les accidents vasculaires, I'athérosclérose, les infarctus du myocarde, les pathologies
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cardiovasculaires et également la MA. Le pourcentage d'individus atteints est estimé a 25% et
monte a 50% chez les personnes de plus de 70 ans. Epidémiologiquement, il a été observé que
l'apparition d'une hypertension devancait l'apparition de la MA d'environ 30 ans, cependant la
relation est complexe et ne suit pas une progression lin€aire. C'est surtout quand 1'hypertension se
manifeste a un age jeune (quarantaine) que le risque de développer cette maladie est augmenté. Ce
facteur de risque ne cause pas indépendamment la pathologie mais lorsqu'il est associ¢ a des
maladies cardiovasculaires ou des accidents vasculaires, le risque d'apparition s'en voit augmenté.
De nombreuses études ont confirmé que l'hypertension ou une pression artérielle élevée vers la
quarantaine et apres, a un role important dans le dysfonctionnement cognitif et est associé¢ a une
augmentation d'apparition de maladie d'Alzheimer et de démences.

Un lien entre la physiopathologie d'Alzheimer et I'hypertension a également été observé. L'imagerie
médicale a été utilisée comme outil pour montrer la corrélation entre une forte pression systolique et
l'atrophie des lobes temporaux, de I'hippocampe, une diminution du poids cervical ainsi qu'une
abondance de plaques amyloides au niveau de I'hippocampe et du cortex.

De plus, des patients avec une pression diastolique élevée présentent un plus grand nombre de
neurodégénérescences dans I'hippocampe. L'hypothése actuelle est que l'apparition de ces
pathologies précede le début des démences puisque les plaques et les neurodégénérescences sont
présentes chez des individus non déments hypertendus dans leur quarantaine.

Plusieurs théories sur l'implication de I'hypertension coexistent comme le fait que I'hypertension
crée des altérations vasculaires menant a des infarctus lacunaires ou corticaux puis un déclin
cognitif, ou bien qu'elle méne vers des maladies cardiovasculaires précédant l'apparition de la
maladie d'Alzheimer, ou encore que I'hypertension a des effets secondaires sur la santé neuronale et
augmente la production d'Af ce qui entraine un dysfonctionnement neuronal, une perte de synapses
et neurones puis une démence.(Dickstein et al., 2010)

c- Diabete

Le diabete de type 1 est caractérisé par un déficit de production d'insuline par les cellules B
pancréatiques. Un rapport de 33 études longitudinales suggeére que ces individus ont un
dysfonctionnement cognitif augmenté et un processus mental moins rapide. Le diabete de type 2 est
caractérisé par une résistance aux effets de l'insuline, un lien entre cette pathologie et un déclin
accéléré de la cognition a été observé dans de nombreuses études. Trois mécanismes pathologiques
ont été proposés pour expliquer ce lien.

1) Les individus diabétiques ont un risque accru de développer des démences par des accidents
ischémiques cérébraux-vasculaires. Le dt2, qui est plus répandu chez la population agée, peut
engendrer plusieurs facteurs de risque de démence tels la résistance a l'insuline, 1'obésité,
I'hypertension qui peuvent constituer un syndrome métabolique. Cette association a été établie
comme prédictive de maladie cérébrovasculaire et de démence.

2) L'hyperglycémie a des effets toxiques sur les neurones ce qui peut entrainer un déficit fonctionnel
ou cellulaire dans le cerveau par l'intermédiaire du stress oxydatif et de 1'accumulation de produits
finaux de glycations (AGEs). Ces derniers sont des substances dérivées des sucres formées lors de
réaction non enzymatique entre les sucres et les acides -aminés libres des protéines de 'ADN et des
lipides. Ils sont produits normalement par I'organisme mais leur formation est augmentée chez des
individus diabétiques a cause de la disponibilit¢ accrue du glucose. Les données suggerent que le
premier événement initiant les produits finaux de glycation intra- et extra-cellulaire est
I'hyperglycémie intracellulaire. Ces produits peuvent provenir de I'auto-oxydation intracellulaire qui
forme des réactifs bicarbonylés. Il existe 3 mécanismes différents par lesquels les cellules cibles
peuvent étre endommagées par les AGEs intracellulaires. Les protéines intracellulaires sont
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modifiés par les dérivés carbonyles, ce qui altére plusieurs fonctions cellulaires. Les protéines
plasmatiques modifiés par les précurseurs des AGEs produisent des ligands se liant aux récepteurs,
aux AGE présents sur les cellules endothéliales, ce qui augmente 1'activation de la transcription de
certains facteurs causant des variations pathologiques dans 1'expression de certains genes tel ceux
des molécules pro-inflammatoires des cellules endothéliales. De plus ces liaisons peuvent amener a
I'hyperperméabilité des capillaires causée par le diabete.

3) La résistance a l'insuline est associ¢e a 1'hyperinsulinémie ce qui est un facteur de risque de
démence. L'insuline est activement transportée a travers la barriere hémato-encéphalique et peut
étre également produite localement au niveau du cerveau. Ses récepteurs sont largement présents
dans de nombreuses parties du cerveau comme le cortex et I'hippocampe. L'insuline agit au niveau
du cerveau comme un modulateur de 1'homéostasie énergétique et de la prise alimentaire. Les
patients souffrant de la MA ont une activation augmentée des récepteurs a l'insuline dans le cerveau
ce qui suggere qu'ils posseédent donc un cerveau résistant a l'insuline. Le métabolisme et le
catabolisme du peptide AP sont directement affectés par l'insuline. Celle-ci stimule les trajets
intracellulaires de I'AP dans les cellules neuronales donc augmente la sécrétion du peptide et
diminue son taux intracellulaire.(Dickstein et al., 2010)

d- Inflammation

Les troubles dans la régulation des cytokines peuvent mener a des lésions neuronales par
l'intermédiaire de nombreux mécanismes comme une neurotransmission altérée, l'apoptose et
l'activation des microglies et astrocytes qui eux méme provoquent une production de radicaux
libres, des facteurs du complément, du glutamate et de 1'oxyde nitrique. Des études postmortem de
cerveaux de patients souffrant de la MA démontrent la présence de marqueurs de phase aigué€ de
I'inflammation (CRP, cytokines pro-inflammatoires, protéines de la cascade du complément) dans
les plaques séniles et les neurodégénérescences a des concentrations élevées. A ce jour il a été
remarqué que les cytokines sont impliquées dans I'expression et 1'évolution de 1'APP.
L'inflammation semble amplifier plusieurs étapes de la cascade amyloide. Il a également été
observé que I'IL-1 augmentait la phosphorylation neuronale de Tau.(Tan & Seshadri, 2010)

Des études récentes sur des souris transgéniques (P301S Tau humain muté) ont établi que la
pathologie synaptique au niveau de I'hippocampe et les microglies pourraient étre des
manifestations précoces des neurodégénérescences dues aux taupathies. Une activation importante
des microglies précede la formation de fibrilles et une immunosuppression chez ces souris diminue
la taupathie en augmentant leur durée de vie. Il a donc été conclu que la neuroinflammation est liée
a la progression précoce des taupathies.

La toxicité neuronale associée a l'inflammation peut étre un facteur de risque potentiel dans la
pathogénie des neurodégénérescences chroniques comme la MA.(Metcalfe & Figueiredo-Pereira,
2010)

2- Facteurs de risque sociaux

Des méta-analyses ainsi que des rapports d'études apportent des preuves solides que la réserve
cognitive peut influencer l'apparition de la pathologie. En effet, un niveau d'éducation bas, une
occupation de l'esprit et des activités mentales peu développées sont des facteurs de risque de
troubles cognitifs. Plus la personne est instruite et entretient ses capacités cognitives, moins elle est
sujette a la maladie d'Alzheimer. D'aprés une étude suédoise, de meilleurs liens et activités sociales
semblent tre associés a une incidence réduite de la pathologie mais ceci doit encore étre ¢tudié
dans de plus larges cohortes.
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3- Les géenes responsables

a- APP(Amyloid Precursor Protein)

Le geéne de I'APP est localisé sur le chromosome 2121 et est alternativement transcrit en plusieurs
produits, nommés en fonction du nombre d'acides aminés qu'ils posseédent, puis exprimés
différemment en fonction du tissu. Dans la maladie d'Alzheimer, 3 isoformes sont les plus
importantes I'APP695 présente uniquement dans le SNC ainsi que I'APP751 et I'APP770 présents
dans le SNC et le systéme périphérique.

La protéolyse de I'APP par l'a-sécrétase ou la B-sécrétase mene a la sécrétion d'un fragment soluble
de peptide a- ou B-amyloide. Cette protéolyse génere des fragments C-terminaux de 10 et 12 Kda.
Ces fragments peuvent étre coupés par les y-sécrétase dans la membrane des cellules afin de libérer
au niveau intracellulaire un fragment cytoplasmique, le domaine intracellulaire de I'APP et
extracellulairement le peptide AB. Dans la majorit¢ des formes familiales, des mutations
génomiques ont lieu pour que le niveau de peptide AP42 augmente par rapport aux autres peptides
AB. La premicre mutation caractérisée est localisée dans le domaine transmembranaire pres du site
de clivage de I'y-sécrétase, localisation majoritaire parmi les autres mutations et associ¢e a la
variation des niveaux de peptides AP.(Bekris et al., 2010)

b- Préséniline 1 (PSEN1)

Les défauts dans ce géne causent les formes les plus sévéres de cette pathologie débutant aux ages
les plus jeunes (a partir de 30 ans). La maladie d'Alzheimer associée a ce gene est un désordre
neurodégénératif autosomal dominant caractérisé par une démence progressive, un syndrome
parkinsonien, une modulation du signal ainsi qu'une génération de domaine AP intracellulaire.

Le gene est localisé sur le chromosome 14q24,2 et posséde 12 exons. Il se traduit par une protéine
membranaire formant le cceur catalytique de la y-sécrétase.

La majorit¢ des mutations recensées sont des mutations faux-sens qui causent une substitution
d'acide-aminés dans la protéine de PSENI1 résultant en une augmentation du ratio d'Ap42 par
rapport a I'AB40.(Bekris et al., 2010)

c- Présiniline 2 (PSEN2)

Contrairement aux mutations faux sens de la PSEN1, les mutations faux-sens de la PSEN2 sont une
cause plutot rare de maladie d'Alzheimer familiale. Les personnes atteintes ne voient la pathologie
apparaitre que vers 50 ans au minimum. De plus cet 4ge varie d'un membre a 'autre de la famille
contrairement a la PSENT.

Le gene, localisé sur le chromosome 1g42,13, comprend 12 exons dont 10 sont transcrits dans une
multitude de cellules parmi lesquelles on retrouve les neurones. Il se traduit par une protéine faisant
également partie de la y-sécrétase.

14 mutations du géne de la PSEN2 ont a ce jour ét¢ découvertes. Comme pour la PSENT il s'agit de
mutations faux-sens qui se manifestent par une augmentation du ratio des peptides AP en faveur du
42.(Bekris et al., 2010)

En plus d'augmenter le ratio, les présénilines ont un réle dans l'inflammation des cellules
neuronales. L'activité enzymatique de la y-sécrétase participe a la réponse pro-inflammatoire des
microglies et l'inhibition de ce complexe enzymatique meéne a un état pro-inflammatoire
anormalement ¢levé dans les microglies.

Dans les microglies, les deux présénilines sont complémentaires l'une de I'autre, lorsque
I'expression de 1'une est diminuée, une augmentation de 1'expression de l'autre a lieu.

Malgré cet équilibre entre ces deux composants de la y-sécrétase il est noté une différence par
rapport a l'activit¢ enzymatique. En effet une baisse de PSENI ameéne a une importante
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augmentation de l'activité alors qu'une diminution de la PSEN2 apporte une inhibition marquée du
clivage de I'APP méme si leur microglies expriment plus de PSEN1 que les sujets sains. Le clivage
de I'APP dans les microglies est majoritairement contr6lé par la PSEN2.

Il a été observé chez des souris transgéniques, quune expression diminuée de la protéine PSEN2
contribuait & une augmentation de la libération de cytokines pro-inflammatoires au niveau des
microglies. De plus, des signaux pro inflammatoires lors de neurodégénérescences contribuent a la
neurotoxicité mais induisent également l'expression de la PSEN2 tel un mécanisme régulateur.
(Bekris et al., 2010)

d- APOE

Il n'y a pas de mutation génétique responsable directement du développement de la pathologie. Il a
¢été montré que la présence de l'alléle €4 sur le géne de I’apolipoprotéine E augmentait le risque de
développer les symptomes, mais elle n'est ni nécessaire ni suffisante pour causer des cas
sporadiques de la maladie. Cela se traduit plutdt par un chaperon moléculaire facilitant ’agrégation
des peptides AB.(McNaull et al., 2010)

Ce gene a ¢€té associ¢ dans de nombreuses études a des cas familiaux ainsi que sporadiques de la
MA. 11 est situé sur le chromosome 19q13.2 et possede 4 exons.3 alleles coexistent,e2, €3 et €4 qui
codent 3 protéines différentes APOE2, APOE3 et APOE4. L'isoforme la plus fréquente est 'APOE3
qui possede une cystéine et une arginine aux positions 112 et 158 alors que I'APOE2 ne posseédent
que des cystéines et 'APOE4 des arginines. Ceci confére aux trois isoformes des structures
tridimensionnelles différentes, donc un site de liaison aux lipides particulier pour chacune.

Alors que les protéines APOE2 et 3 se lient préférentiellement aux HDL (lipoprotéine de haute
densité), 'APOE4 se lie aux VLDL (lipoprotéines de trés faible affinité). Cette variation affecte la
capacité de I'APOE a participer a la prolifération, la synaptogénése et la myélinisation des axones.
Les personnes possédant une ou deux alleles €4 ont plus de risques d'étre atteints de la pathologie,
en comparaison avec les autres isoformes, et celle-ci apparait plus précocement.

Un grand nombre d'études démontre que la présence de ' APOE4 affecte la majorité des événements
pathologiques apparaissant pendant la maladie (génération et dépots de peptides AP, formation de
neurofibrilles, survie neuronale, homéostasie lipidique, transmission intracellulaire). En ce qui
concerne la génération de peptide AP, I'APOE4 stimule le recyclage de I'APP par endocytose donc
une augmentation net de sa production. Au contraire les APOE2 et 3 ont un rdle protecteur en
inhibant l'agrégation du peptide et/ou son €limination.

Des études in vitro montre que 'APOE3 et non la 4 forme des complexes stables avec la protéine
Tau non phosphorylée. Il a donc été¢ suggéré que la présence de I'APOE3 chez un individu peut
prévenir l'hyperphosphorylation anormale de la protéine Tau observée lors de la maladie
d'Alzheimer et donc la déstabilisation du cytosquelette neuronal. De plus la forme tronquée de
I'"APOEA4 est neurotoxique et stimule la phosphorylation de Tau.

La capture du cholestérol par les cellules neuronales est plus faible quand les lipides sont liés a
I'APOEA4. Celle-ci est moins efficace pour stimuler le flux sortant des astrocytes et des cellules
neuronales.(Bekris et al., 2010)

e- Autres génes impliqués
De nombreux geénes sont actuellement étudiés afin de voir leur implication dans I'expression de la

MA. Ces génes sont impliqués dans la forme sporadique de la pathologie et sont souvent associés a
I'APOE &4 ainsi qu'entre eux.
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Aussi allons-nous voir succinctement les principaux genes secondaires.

CLU:

Le geéne de la clusterine ou de I'apolipoprotéine J a été le premier géne découvert apres celui de
I'APOE ayant une implication dans la pathologie. Plusieurs propriétés de CLU, une apolipoprotéine
abondamment exprimée dans le cerveau, sont directement connectées au peptide AB. Présente dans
les dépdts, son expression est augmentée dans plusieurs régions cervicales. Elle agit comme un
chaperon du peptide en bloquant l'agrégation du peptide AB42. Cependant, cela dépend du ratio
entre le peptide et CLU, celle ci peut accroitre ou prévenir la formation de fibrilles amyloides et la
cytotoxicité. Elle sert également d'intermédiaire pour 1'élimination du peptide au niveau de la
barriére hémato-encéphalée en augmentant I'endocytose dans les cellules gliales.(Bettens et al.,
2010)

PICAIM:

Ce gene code la protéine de liaison entre la clathrine et le phopsphatidylinositol. Son role précis
dans la pathologie est peu clair, il serait en lien avec I'APP (endocytose), la fusion synaptique et la
mémorisation (protéine de membrane associée aux vésicules)(Bettens et al, 2010)

CRI1:

Le géne du récepteur a la protéine C3b du complément. Ce géne est 1i¢ a la pathologie par
l'activation de la cascade du complément C3 induite par les dépots d'A fibrillaires. Les peptides
APA42 circulants sont €liminés grace a I'adhérence au récepteur CR1 (liée au peptide 3b) présent sur
la surface de I'érythrocyte. Ce processus est diminué chez les patients souffrant de la MA par
rapport aux individus sains. Chez les souris transgéniques, une inhibition du complément C3 améne
a une augmentation des dépdts AP et des neurodégénérescences, ce qui suggere un role protecteur
du systeme du complément chez les patients souffrant de la MA.(Bettens et al., 2010)

SORLI:

Le géne du récepteur neuronal li¢ a la sortiline est un géne de susceptibilité d' Alzheimer sporadique.
Il est localisé sur le chromosome 11q23.2-q24.2 et code une protéine membranaire exprimée dans
les neurones des systémes nerveux centraux et périphériques. Cette protéine appartient a une famille
de récepteurs aux VPS (vacuolar protein-sorting: des vacuoles spécifiques a une protéine) qui
permettent le trajet de 1'APP de la surface cellulaire au complexe réticulum-endoplasmique de
l'appareil de Golgi. Ces domaines sont importants pour la génération de peptide AP, I'un des
coupables de la pathologie.

Chez les patients souffrant de la MA I'expression de cette protéine est diminuée au niveau neuronal.
Des études ont montré que cette diminution modulait la voie de I'APP et amenait a une
surproduction d AB.(Reitz et al., 2011a)(Reitz et al., 2011b)

La forme sporadique de la maladie étant une forme hétérogéne, elle met en jeu de nombreux genes
qui sont actuellement encore a I'¢tude. Plusieurs GWAS( (genome-wide association studies) sont en
cours, elle permettent une approche puissante pour l'identification de ces génes impliqués dans les
désordres complexes comme les formes sporadiques.(Belbin et al., 2011)
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Schéma 1: Récapitulatif des genes impliqués dans la MA.(Bettens et al.,
2010)

3- Le stress oxydatif

On trouve dans la littérature beaucoup de données montrant le role des dommages oxydatifs dans la
pathogénie de cette maladie et les dommages oxydatifs contribuent probablement a la pathologie
liée la MA. Les dommages oxydatifs ont lieu précocement dans le cerveau des patients souffrant de
MA avant l'apparition des plaques significatives. Les dommages oxydatifs précédent également les
dépdts d'AP dans les souris transgéniques ainsi qu'une augmentation de la traduction des genes liés
au métabolisme mitochondrial et de l'apoptose cellulaire.

Dans des souris transgéniques présentant une mutation de I'APP, une déficience de Mn-SOD
marquait une augmentation des taux d'Af et de plaques.

Le stress oxydatif peut activer des voies de signalement qui altérent les processus d'APP et de
protéine Tau. Par exemple, il augmente 1'expression des B-sécrétases par l'activation de kinases et
augmente les phosphorylations aberrantes de la protéine Tau.

L'inactivation de certaines molécules critiques peut également étre importante.(Wu et al., 2010)

Les cerveaux des patients souffrant de MA ont des marques importantes de dommages oxydatifs
associées a des amas d'Af et des neurofibrilles. La version originale de I'hypothése amyloide
soutient que la forme fibrillaire de I'AB est le composant majoritaire des plaques séniles. Cependant
depuis, de nombreux aspects de la MA n'ont pu étre expliqués par les formes fibrillaires d'Ap, la
cascade amyloidogénique a donc été¢ modifiée afin de dire que la forme oligomérique de I'Af joue
le role clé dans la pathogénie de la MA.

Certains chercheurs ont reporté que l'effet différentiel de I'AP dépendait du stade d'agrégation. Plus
spécifiquement il a été démontré que les formes oligomériques d'AP, alors qu'elles augmentent les
taux de HNE et de peroxyde d'hydrogéne plus que les formes fibrillaires, n'ont aucun effet sur
I'expression de BACE-1 et son activité, contrairement aux formes fibrillaires. En se basant sur ces
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données, il a été proposé que 1'AP agissait via un mécanisme neurotoxique biphasique, c'est a dire
dépendant de la conformation, la forme oligomérique ayant des effets toxiques en induisant du
stress oxydatif menant a la formation de formes fibrillaires d'Af qui augmente 'accumulation d'A
en induisant 'augmentation de 1'expression et de 1'activité de la BACE-1.
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Schéma 2: Récapitulatif des voies pathologiques liées a la maladie d'Alzheimer. Les genes de risque
et causaux de la maladie d'Alzheimer sont en bleu. L'APP est synthétisée dans le réticulum
endoplasmique(ER) et l'appareil de Golgi(1).En suivant la vie amyloidogenique dans les neurones,
I'APP est clivé par les f-sécrétases (BACEI) et les y-sécrétases (PSEN) pour générer le peptide Ap
et le domaine amyloide intracellulaire (AICD)(2)ce qui influence la transcription de plusieurs
genes (3).Dans la voie de recyclage de I'APP dans le retromer(l) I'APP est redirigé dans
l'endosome par le SORLI.PICALM a un role présumé dans le recyclage endocytosolique. Les
monomeres d'Ap s'agrégent en fibrilles d'Af en formant des plaques dans le parenchymes et les
vaisseaux du cerveau(4). Le peptide A active les microglies et les astrocytes stimulant le systeme
du complément,une réponse inflammatoire locale et un stress oxydatif (5).CRI est le récepteur de la
protéine C3b du complément et participe a l'élimination du peptide Af de la circulation(6).En plus
d'augmenter l'endocytose d'Af dans les cellules gliales, CLU participe a l'élimination d'Af au
niveau de la barriere hémato-encéphalique(7)APOE augmente la formation de plaque amyloide en
changeant la conformation d'Af. La clusterine(APOJ) et I'APOE sont les principales protéines
escortant I'Af dans le cerveau(7). Les deux sont également importantes pour le métabolisme du
cholestérol au niveau des membranes neuronales (8)et un taux élevé de cholestérol intracellulaire
peut augmenter le processus amyloidogénique de I'APP(2) ce qui meéne a des lésions
membranaires(9).De plus un métabolisme du cholestérol augmenté peut influencer le
dysfonctionnement synaptique(10).PICALM et DNMBP sont liés a la synapse(10). L'interaction des
oligomeres AP avec la membrane est également connectée a l'hypothese calcique de la maladie
d'Alzheimer(11). Le polymorphisme des canaux -calciques lié au CALHMI augmente la
perméabilité de la membrane plasmatique (11).De plus les fonctions de la PSEN comme canal
calcique font que des mutations d'apparition précoce augmente l'ouverture du canal et résulte en
une accumulation de calcium dans le cytosol corrigée par les mitochondries tout en menant a une
apoptose et du stress oxydatif (12)(Bettens et al., 2010)
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lll- Le lien entre stress oxydatif et MA
A) Définition

Le stress oxydatif est un état qui résulte d'un déséquilibre au sein d'un individu entre la production
d'¢léments oxydants et de mécanisme de défense antioyxydante. Ce déséquilibre provient soit d'une
surproduction d'agents oxydants soit d'une altération des mécanismes de défense dans une cellule,
un compartiment cellulaire ou un organisme.(Barouki, 2006)(Morena et al., 2002)

1- L'oxygéne
La molécule d'oxygene présente la particularité d'avoir la structure d'un biradical libre, en raison de

ses deux électrons célibataires (de spin paralléle) situés sur les deux orbitales de plus grand énergie,
a I'état fondamental.

1. Les singulets (molécules 4 ¢lectrons uniformément appariés)
réagissent aisément! avec les doublets { ou radicaux libres,
caractérisés par la présence d' 1 électron non apparié), mais leur
réaction avec les triplets (présence de 2 électrons non appaniés) €5t
interdite,

2. Les doublets réagissent pénéralement plus lentement entre
cux.

3. Les doublets réagissent lentement avec les triplets,

Wigner en 1929
(prix Nobel 1963)

I Sauf interdiction thermodynamique

lllustration 6. Regles de restriction de spin énoncées par Wigner.

Mais 'oxygéne a I'état fondamental, état triplet, est inerte. En effet d'apres les regles de restriction
de spin, énoncées en 1929 par le physicien hongrois Wigner, une molécule a I'état triplet ne peut
réagir avec une molécule a I'état singulet (électrons uniformément appariés) comme sont la plupart
des molécules organiques.

Il existe des voies de contournement de cette restriction décrite dans la figure ci-dessous:

II ——l il II Radical libre

triplet

Contournement de Spin
doublet
ROO® + *O0R = ROO-00R

IR
/ﬂgb'gt i Instable +++
II @ (RO°)2 + 02

Peroxyl i i
Y singuiet Alcoxyls: réactionnels

Schéma 3: Contournement de spins.
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En haut, la réaction directe entre 1'oxygene triplet (2 électrons célibataires symbolisés par deux
fleches paralleles) et un singulet organique RH (tous ses électrons sont appariés) est empéchée par
l'interdiction. Mais l'intervention d'un radical libre (doublet) X* peut enlever un hydrogéne H* 8 RH,
lequel devient a son tour un doublet R*, tandis que se forme le singulet X-H. D¢s lors, la réaction est
possible entre O et R* qui forment un peroxyle.

2- Les especes réactives de I'oxygéne

Les especes réactives de I'oxygene (ERO) dérivent du métabolisme de 1'oxygéne moléculaire. Le
terme ERO regroupe l'ensemble des espéces radicalaires de 1'oxygene mais également les composés
non radicalaires. Les effets délétéres de ces especes dérivent proviennent de sa réduction
métabolique qui produit ces espeéces toxiques et hyper-réactives.

Les espéces radicalaires sont des especes chimiques possédant un électron célibataire qui leur
confére une réactivité vis-a-vis d'autres molécules. Il peut, soit arracher un électron (se comportant
comme un oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premicre réaction
conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux; ceci explique que la
production d'un premier radical libre puisse causer d'importantes lésions dans une cellule.

Les EROs existent naturellement dans toutes les cellules aérobies en équilibre avec les antioxydants
biochimiques ou ils sont essentiels au bon fonctionnement cellulaire, ils pourraient étre impliqués
dans la prolifération cellulaire, la mort cellulaire programmée, et agiraient comme second
messagers. Ceux-ci sont les radicaux libres primaires que l'on distingue des radicaux libres
secondaires provenant des réactions des radicaux libres primaires avec les différentes cellules de
l'organisme.(Waris & Ahsan, 2000)

a- Les espéces radicalaires
Ces especes possedent un électron célibataire et sont extrémement réactives.
*Le radical Hydroxyle HO*
C'est le plus réactif des radicaux mais sa durée de vie et sa portée sont treés courtes. Il diffuse donc
trés peu et agit uniquement sur son site de production entrainant ainsi de multiples dommages
cellulaires. L'OH" apparait comme I’espéce radicalaire ayant un role majeur dans la cytotoxicité des
ERO:s.
Il peut se former par réaction de Fenton,réaction d'Haber-Weiss ou sous l'effet de radiations
ionisantes (rayons H ou )
Réaction de Fenton: H;0; + Fe?*(Cu'*) — HO® + OH- + Fe¥*(Cu?")
Le peroxyde d'hydrogéne réagit avec des ions ferreux ou cuivreux en formant des radicaux
hydroxyle et un ion hydroxyde.(Lloyd et al., 1997)
Réaction d'Haber-Weiss: Fe* + 02*— Fe?" + O;

Fe** + H;0; — Fe’" + OH + *OH

H>0:+ 02— HOe + OH + O

Ici la présence d'anion superoxyde qui régénere l'ion ferrique en ion ferreux permet de continuer la
réaction de Fenton lors d'épuisement de ce dernier.

*L'anion superoxyde O>"

L'anion superoxyde(O>™) est un radical chargé négativement provenant de la réduction monovalente
de I'oxygene moléculaire qui capte un électron. Cet électron provient généralement d'une fuite au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Nous approfondirons ultérieurement ce mécanisme
en ¢étudiant le role de la mitochondrie dans la production de EROs.
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L'anion superoxyde peut également provenir de la réaction avec la NADPH:

NADPH + 20, — NADP" + H" + 20,*
NADPH oxydase

Le radical superoxyde est moins réactif que le radical hydroxyle, mais sa durée de vie est plus
longue et il peut diffuser loin de son lieu de production. De plus, il peut, comme nous l'avons vu,
produire des especes plus réactives.(Gardes-Albert & Jore, 2005)

*Le radical Hydroperoxyle HO>’

C’est la forme protonée de I’anion superoxyde. L'anion superoxyde est en équilibre constant avec le
radical perhydroxyle (HO:®) qui est beaucoup plus oxydant que lui [pKa(HO,*/0O>*") = 4,8]. L’anion
superoxyde peut étre alors transformé soit spontanément, soit par la superoxyde dismutase en
peroxyde d’hydrogéne (H20,).

*Le monoxyde d'azote NO*

La production de NO- est la transformation enzymatique de la L-Arginine en L-citrulline grace a
une famille d'enzymes: Les NO synthases(NOS), des métalloenzymes possédant un groupement
héminique.

L- Arginine + O — L-Citrulline + NO*
NOS

Il existe trois isoformes de ces enzymes.

Deux d'entre elles sont des NOS constitutives produisant de faibles quantités de NO. en mode
intermittent. Ce sont les NOS endothéliales et neuronales.

Le troisieme isoforme est inductible, la iNOS génere en réponse a un stimulus inflammatoire, de
grandes quantités de NO. selon un mode continu.

Dans des situations de forte concentration de NO-, ce dernier interagit avec le radical superoxide
pour former le peroxynitrite.

L'exposition moléculaire a de faibles concentrations de NO- est responsable de stress nitrosant. La
présence de ce radical conduit a la S-nitrosylation du glutathion réduit intracellulaire. La cellule
perd donc une grande partie de sa capacité de défense contre les EROs et ERN (espéces réactives de
'azote)(Blanc et al., 2005)

Le monoxyde d'azote dans la MA

Les niveaux de nitrates et nitrites sont diminués dans le cortex frontal des patients souffrant de la
MA mais reste normaux dans le LCR et plasma en comparaison avec des personnes de méme age et
sexe. Dans les neurofibrilles des patients souffrant de la MA, il a été détecté de la nitrotyrosine non
trouvée dans les cerveaux sains, ce qui implique que le NO et la formation du radical peroxynitrite
font partie du lien entre la maladie et le stress oxydatif. La nitrotyrosine a été détectée dans les
neurones et les vaisseaux sanguins des patients souffrant de la MA et se localise 1a ou a lieu
I'expression anormale des NOs neuronales dans les cellules corticales pyramidales. Les AGEs sont
localisés au méme endroit que les iNOs des patients souffrant de la MA chez qui il a été décrit une
augmentation des taux cérébraux de S5-nitro-y-tocopherol. Les taux de diméthyl-argininase qui
intervient dans la régulation de l'activité de la NOs, augmentent dans les neurones des patients
souffrant de la MA sujets a du stress oxydatif et sont diminués ou normaux dans leur LCR. La
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production de NO par les macrophages humains semble stimulée tant par I'ApoE que par I'amyloide
B, ce qui augmente également la production de NO par les astrocytes.(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

DHA { Protein | | Mitochondrial
Alieraticns i Crysfunciicn

mmaion [ e
= { | Peroxidation |

o

Schéma 4: La neurotoxicité et neuroprotection du monoxyde d'azote en
lien avec la MA. Les mutations des PSEN et de I'APP sont associées a
l'augmentation de la production du peptide Af. La formation des
neurofibrilles est le résultat de I'hyperphosphorylation de tau, qui mene a
la mort cellulaire. Les PSEN sont impliquées également dans le processus
d'hyperphosphorylation de tau. L'APOE4 est un facteur de risque de la
MA, il affecte la production d'Af et un lien a été établi avec le déficit
cholinergique. Ce dernier est impliqué dans le déclin de la mémoire
observé. La production élevée d'Af induit une production de NO soit en
perturbant l'homéostasie calcique et donc en augmentant le taux de
calcium intracellulaire soit en réagissant avec les cellules gliales. No est
un radical libre qui peut produire du peroxynitrite, celui-ci induit des
mécanismes — neurotoxiques tels des altérations ADN/Protéine,
dysfonctionnement mitochondrial, hyperactivation de la poly ADP-ribose
polymérase (PARP), apoptose, neuro-inflammation, et peroxydation
lipidique. Ces mécanismes sont impliqués dans la mort cellulaire et les
déficits cognitifs observés dans la MA. Plusieurs relations potentielles
existent entre les différents marqueurs de la MA (pointillés).L'’APOE4
active ['iNOS. La formation des neurofibrilles est influencée par
l'accumulation d'Ap et vice versa, et le métabolisme de I'APP joue un réle
dans la phosphorylation de tau. NO, en activant des molécules de signal,
induit la formation de neurofibrilles et d'AS.(Law et al., 2001)
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b- Les espéces non radicalaires

*Le peroxyde d'hydrogene
C'est une molécule car tous ses ¢électrons sont appariés mais il peut générer des radicaux hydroxyle
par le réaction de Fenton en présence d'ion ferreux ou cuivreux ou d'Haber-Weiss en présence
d'anion superoxyde.
Il se forme par dismutation de l'anion superoxyde sous l'action d'une enzyme, la superoxyde-
dismutase (SOD): 20, +2H" — H20:+ O,

SOD

C'est une molécule beaucoup plus stable que 1'anion superoxyde et contrairement a ce dernier, il
peut passer les membranes biologiques. Il peut donc se trouver éloigné de son site de production et
produire des espeéces réactives a ce nouvel emplacement.(Garait, 2006)(Belkheiri, 2010)(Servais,
2004)

*L'acide hypochloreux

Il est produit par les myéloperoxydases leucocytaires a partir de peroxyde d'hydrogéne et d'ion
chlorure:
H,0:+ H* + CI - H20 + HOCI

*['oxygene singulet

L'oxygene singulet est une forme excitée de la molécule d'oxygeéne. En effet la molécule d'oxygene
existe sous deux formes: la forme triplet et la forme singulet obtenue aprés activation
photochimique.

L'oxygene moléculaire dans sa forme fondamentale a une structure biradicalaire. Ses deux électrons
non appariés sont chacun dans une orbitale antiliante nn* et ont le méme nombre quantique de
spin,c'est la forme la plus stable de la molécule.

"2
"2
olp
or 25
o2
o* 1s
Frat fondamental

Figure 2: Répartition électronique de
l'oxygene a l'état fondamental.

Sous I'effet d'un apport d'énergie, comme une augmentation de température ou des rayons lumineux,
une inversion de spin de I'un des électrons non appariés peut s'effectuer pour former 1'oxygene
singulet.
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Dans 1'état de faible énergie,de durée de vie plus longue que celui de forte énergie,les deux électrons
occupent la méme orbitale. L'orbitale libre est donc disponible pour une addition sur les régions
riches en électrons.

Oxygéene singulet lAg — Singulet m* 2p T \lr

Oxygéne normal

Triplet t* 2p 1 ' T

Figure 3: Différences de répartition des électrons des deux formes d'oxygene sur la
couche antiliante.

10, est trés instable. Il peut apparaitre durant les cycles de peroxydation lipidique, amplifiant ainsi
les processus d'auto-oxydation. Il se forme probablement au cours de I'attaque de 1'eau oxygénée par
la myéloperoxydase qui est une enzyme hémique présente en concentrations importantes (= 5 % en
poids) dans les granules primaires des cellules polymorphonucléaires neutrophiles, durant la
phagocytose. (par réaction du peroxyde d'hydrogene avec l'acide hypochloreux HOCI) :

H;0:+ HOCI — H,0 + H" + CI' + 10;
*Le peroxynitrite ONOO-

En présence de dioxygéne, NO* donne des oxydes d’azote (ONOO®, N>O3) qui sont généralement
des agents nitrosants conduisant & la formation de nitrites et de nitrosothiols dans les milieux
biologiques. Par contre en présence de I’anion superoxide (O2*), le couplage avec NO*® produit
I’anion oxoperoxonitrate appelé couramment peroxynitrite (ONOO").

Oxygene moleculaire (Oy) Anion superoxyde(O,™)
NO.\K\
0
NOz NO3, NO5... peroxynitrite _dO—N
Nitrosation Oxydation  Nitration

Quel radical libre est impliqué dans la MA?

Beaucoup de radicaux libres peuvent étre impliqués. Le radical hydroxyle est considéré comme
facteur de MA de part sa toxicité et son role dans des réactions chimiques variées, telle la réaction
de Fenton. D'autres suspects incluent le radical superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne qui est
impliqué dans la neurotoxicité de la protéine B-amyloide, et le peroxynitrite qui peut étre formé en
combinant l'anion superoxyde et 1'oxyde nitrique. Le peroxynitrite peut réagir avec le dioxyde de
carbone et former des composés de transition instables qui agissent comme des radicaux hydroxyles
libres. Plusieurs études récentes ont confirmé la toxicit¢é du peroxynitrite sur les neurones et
I'implication de 1'oxyde nitrique dans les pathologies neurologiques. Smith et al. observerent des
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traces de modifications oxydatives causées par le peroxynitrite dans le cerveau des patients
souffrant de la MA, et la nitration de ces protéines incluent, entre autres, les neurofibrilles. Cela n'a
pas été observé dans les cerveaux non affectés par la MA.[51](Zawia et al., 2009)(Smith et al.,
1997)

3- Les sources endogénes

De nombreuses sources de EROs coexistent dans 1'organisme,en plus de la réaction de Fenton qui se
passe dans la cellule,il y a des phénomeénes enzymatiques ou non qui produisent des especes
réactives.(Beaudeux & Vasson, 2005)

a) L'auto-oxydation
L'adrénaline, la dopamine, les flavines ou encore les hydroquinones sont des sources importantes de
EROs cellulaires en s'auto-oxydant. Il est généralement produit des anions superoxydes.

b) La xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de 1'hypoxanthine en acide urique en condition de forte
demande d'ATP et de déficit en oxygene. Cette enzyme cytoplasmique se retrouve dans le sang, les
cellules endothéliales des capillaires et de fagon trés importante dans le foie et les intestins. La
production de EROs par la xanthine oxydase est faible dans les conditions physiologiques mais
serait augmentée en cas d'hypoxie ou ischémie-reperfusion.(Garait, 2006)(Belkheiri, 2010)(Servais,
2004)

Xanthine + 202+ H2 O —»Acide Urique +20;" + 2H*
Xanthine Oxydase

¢) NADPH Oxydase
Il s'agit d'une oxydase liée a la membrane plasmique. Elle a d'abord été décrite dans les cellules
phagocytaires ou elle catalyse la formation d'anion superoxyde lors de la réponse immunitaire
principalement contre les micro-organismes. Il a ensuite ¢t¢ montré qu'elle était également présente
dans les cellules non phagocytaires afin de réguler la croissance cellulaire.(Garait, 2006)(Belkheiri,
2010)(Servais, 2004)

20+ NADPH —Pp»20,"+ NADP*+ H*
NADPH Oxydase

d) Le peroxysome

C'est une des sources principales de peroxyde d'hydrogéne cellulaire car il contient de nombreuses
enzymes productrices. Cependant le peroxyde d'hydrogéne produit est utilisé comme substrat de la
catalase peroxysomale dans le but de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Elles
montrent leur importances dans le processus de détoxication hépatique et rénal. La quantité de
peroxyde d'hydrogene, produit au niveau du peroxysome, échappant a cette catalase semblerait tres
faible.

e) Le réticulum endoplasmique lisse

Il contient des enzymes catalysant des réactions qui détoxiquent les molécules liposolubles et
certains métabolites toxiques. On retrouve principalement le cytochrome P450 qui oxyde les acides
gras insaturés et les xénobiotiques produisant alors de EROs. Cette production radicalaire permet la
régulation des fonctions du réticulum tel que la sécrétion de protéines.
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f) La lipo-oxygénase et I'acide arachidonique
L'acide arachidonique, provenant de I'hydrolyse des phospholipides par la phospholipase A2, est le

substrat de la lipo-oxygénase pour synthétiser des leucotriénes. Cette synthése résulte en une chaine
d'oxydations impliquant la production d'EROs.

g) L.a mitochondrie

La mitochondrie est un organite intracellulaire produisant la majorité de I'énergie cellulaire sous
forme d'ATP. Elle est responsable de 90% des EROs cellulaires par l'intermédiaire de sa chaine
respiratoire.

Elle possede un systéme de double membrane délimitant un espace inter-membranaire et un
compartiment matriciel dans lequel on retrouve les enzymes des voies métaboliques du cycle de
Krebs et de la B-oxydation.

La membrane interne de la mitochondrie est le si¢ge de la respiration qui correspond a un transfert
d'¢lectrons a travers la chaine respiratoire jusqu'a un accepteur final: I'oxygene.

Nous allons voir ici comment fonctionne cette chaine respiratoire et pourquoi des EROs sont
produits.

La chaine respiratoire est composée de 4 complexes indépendants dont 3 sont des pompes a protons

*Complexe I: NADH-Ubiquinone oxydoréductase

C'est le plus gros composant protéique de la membrane interne mitochondriale. Il possede 46 sous-
unités dont 7 sont codées par 'ADN mitochondriales et 39 par I'ADN nucléaire. Sa masse
moléculaire est d'environ 750 kDa.

Le transfert initial d'électrons nécessite comme cofacteur le NADH. Celui-ci est oxydé par la
NADH-deshydrogénase. Le complexe I catalyse le transfert de 2 électrons du NADH a I'ubiquinone
en expulsant des protons de la matrice vers l'espace inter-membranaire.

*Complexe II: Succinate-Ubiquinone oxydoréductase

Ce complexe catalyse la ré-oxydation du succinate en fumarate qui permet le transfert de 2
¢lectrons au complexe III par l'intermédiaire de I'oxydation du FADH2 et de la réduction
d'ubiquinone. Ce transfert n'est pas couplé a une expulsion de protons.

*Complexe III: Complexe b-cl (Ubiquinol-cytochrome c réductase)

Les ubiquinones transportent librement des électrons des complexes I et II vers le complexe III.
Celui-ci permet un transfert d"électrons vers un autre transporteur mobile: le cytochrome ¢ qui le
relie au dernier complexe. Ce transfert d'¢lectrons est associé a I'afflux de protons, il s'agit donc de
la deuxiéme pompe a protons de la chaine respiratoire.

*Complexe IV: Cytochrome ¢ oxydase
Ce complexe catalyse la derniere réaction d'oxydoréduction réduisant 1'0O2 en H>O» par 4 électrons.
Contrairement a celui des complexes I et III, le transfert d'électrons est ici irréversible. Ce transfert

est par ailleurs associé a un efflux de protons.

*L'ATP synthase
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L'ATP synthase associe la diffusion des protons a la synthése d'ATP (Adénosine TriPhosphate) a
partir d'ADP (Adénosine DiPhosphate) et de Pi (Phosphate Inorganique) et permet donc de
transformer réversiblement la différence de potentiel ¢électrochimique de protons en énergie
chimique.(Richter & Schweizer, 1997)
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Hllustration 7: La chaine respiratoire mitochondriale et sa localisation.

La chaine respiratoire mitochondriale produit des EROs que ce soit a I'état physiologique ou
pathologique. Certains auteurs ont conclu que 1 a 4% de l'oxygene entrant dans la mitochondrie
donne des EROs. Mais ces estimations ont été réalisées in vitro sur des mitochondries isolées en
présence d'une pression partielle en oxygene non physiologique et de concentration saturante en
substrats. Ce pourcentage a été revu a la baisse de 0,2 a 0,4% lorsque les études ont été réalisées in
VIvo.

Les EROs sont produits par les complexes I et III de la chaine respiratoire,ceux qui posseédent des
quinones. Dans la littérature actuelle on ne peut pas affirmer que 1'un ou l'autre de ces complexes et
la source mitochondriale principale de EROs.

*Complexe |

Au niveau du complexe I on ne connait pas encore exactement le lieu de production des EROs

Trois hypothéses sont aujourd'hui considérées:

a) Au niveau des quinones (Q)

b) Au niveau des Flavines mononucléotides (FMN)

¢) Au niveau du groupe Fer-Souftre [Fe/S]

Au niveau de ce premier complexe,les EROs ne sont produits que sur la face matricielle de la
mitochondrie.

*Complexe I1I

Ici la production de EROs résulte de la réduction partielle de l'ubiquinone. L’électron libre
provenant du transfert a travers la chaine respiratoire s’apparie avec I’ubiquinone formant le radical
semi-ubiquinone qui est instable. Un deuxiéme électron est donc nécessaire pour le stabiliser et
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Hllustration 8: Fonctionnement des quatre complexe de la chaine respiratoire mitochondriale.
permettre le transfert de protons grace a I’intermédiaire ubiquinol. Il existe une probabilité pour que
le radical semi-ubiquinone rencontre une molécule d’oxygene avant d’étre stabilisé par le deuxieme
¢électron. La molécule d’oxygene va alors capter 1’¢électron libre générant ainsi un anion superoxyde.
Cette production de EROs se fait tant au niveau matricielle qu'inter-membranaire.

(Garait, 2006)(Belkheiri, 2010)(Servais, 2004)

Les anomalies mitochondriales dans la MA

Certains auteurs ont décrit une diminution de 1'activité du complexe IV dans le cerveau et dans les
plaquettes chez les patients souffrant de la MA. D'autres ne trouvent aucune différence significative
dans l'activit¢ de la COX au niveau du cerveau, des plaquettes ou lymphocytes des patients
souffrant de la MA. L'expression de ' ARNm qui code certaines sous-unités de la COX a diminué et
l'inhibition pharmacologique sélective de la COX dans un mod¢le animal est capable de causer
certaines altérations cognitives semblables a celles observée dans la MA.(Jiménez-Jiménez et al.,
2006)

Les défauts dans la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie sont des facteurs majeurs
contribuant a la production de radicaux libres. Plusieurs études ont montré un niveau bas
d'oxydation phosphorylante dans la MA, s'exprimant par un déficit énergétique et une production
potentiellement toxique de radicaux libres.

Mutisaya et al. ont montré que l'activité cytochrome-c oxydase postmortem était 25 a 30% plus
faible que la normale dans le cortex cérébral et les plaquettes des patients souffrant de la MA. Un
déclin de l'activité de la cytochrome-c oxydase est associé a une diminution de I'expression d' ARN
messager, qui est plus faible dans les régions temporales du cerveau des patients souffrant de la
MA. En fait, on trouve des quantités normales de cytochrome-c oxydase dans les cerveau des
patients souffrant de la MA. C'est seulement l'activité enzymatique qui est affectée.(Mutisaya et al.,
1994)
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Récemment, 1'hypotheése d'un lien entre les fonctions mitochondriales et la cytochrome-c oxydase
s'est vue confortée par la découverte de mutations dans les genes de la cytochrome-c oxydase liées a
la forme tardive de la MA.

Comment les défauts mitochondriaux peuvent-ils avoir une influence sur le développement de la
MA? En théorie, ils peuvent déclencher deux phénoménes dangereux: la production de radicaux
libres destructeurs et la réduction des ressources d'énergie. Une réduction jusqu'a 50% de l'activité
normale de l'oxoglutarate déshydrogénase a ¢ét¢ observée dans des cultures de fibroblastes de
patients souffrant de la MA. (Christen, 2000)

4- Les sources exogénes
Deux facteurs entrent en jeu: notre mode de vie, et I'environnement dans lequel nous vivons.
a- Mode de vie

Nous avons plus de risques de faire pencher la balance vers un surplus d'oxydants si nous:
- Sommes fumeurs (toxiques)

- Consommons peu de fruits et [égumes (moins d'apports d'antioxydants)

- Buvons de I'alcool (toxique)

- Consommons des médicaments (toxiques)

- Prenons la pilule contraceptive (toxique)

- Nous exposons au soleil (UV)

- Faisons trop ou pas assez d'exercice physique (métabolisme trop ou pas assez sollicité)

b- Environnement

En plus de contrdler notre fagon de vivre (possible), il faudrait modifier notre environnement (plus
utopique). En effet, on y retrouve des sources d'EROs dans:

- La pollution (partout)

- L'ozone (on ne pourrait vivre sans)

- L'amiante (anciens batiments...)

- Les radiations (centrale, radiographies...)

- Les substances cancérigénes avec lesquelles on entre en contact ( de plus en plus selon la
littérature)

B) Action des EROs sur le métabolisme
1- Les lipides
a- Définitions

Lipide: Nom générique des esters d'acides gras a haut poids moléculaire rencontrés dans les tissus
vivants. Les acides gras sont le plus souvent des acides en Ci¢ et Cis (palmitique, stéarique, oléique,
linoléique). Les alcools, le glycérol ou des alcools azotés. On distingue : - les Lsimples, eux mémes
divisés en fonction de l'alcool en stérides ( stérols) et sérides (alcools aliphatiques); les
l.phosphorés, glycérophospholipides (lécithines et céphalines) et sphingophospholipides; les
l.azotés, cérébrosides et gangliosides; les Lsoufrés ou sulfatides. Comme les acides gras, les /.
possedent un pole hydrophile (-COOH) et un pole hydrophobe (-CH»-CH3 ). Cette polarité se
retrouve dans la constitution des couches lipidiques de la membrane cellulaire. Les /. constituent
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une réserve d'énergie, participent a la structure des membranes et jouent un rdle d'isolant thermique
et contre les chocs.(Garnier Delamare, 2004)
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Acide gras: Acide organique que I'on rencontre dans les lipides sous forme d'esters du glycérol ou
triglycérides. Les a.g. Sont des molécules linéaires dont 1'unique groupement acide est situ¢ en bout
de chaine. Certains sont saturés et ont pour formule générale CH3z- ( CHz)n-2- COOH, avec n (pair)
compris entre 4 et 30 ( si n=12, a. Laurique; n=16, a.palmitique; n=18, a.stéarique). D'autres sont
insaturés (n=18, a.oléique) voire ramifiés. Les a.g. essentiels ne sont pas synthétisés par 1'organisme
et doivent donc étre apportés par l'alimentation: les a. arachidonique, linoléique et linolénique en
sont des exemples. Parmi les a.g. polyinsaturés (qui posseédent donc au moins deux doubles
liaisons), on distingue notamment les w6 (o désignant I'extrémité méthyle -CH3- de la molécule et 6
la position de la double liaison comptée a partir de ce carbone) dont font partie les a. Linoléique et
arachidonique lesquels sont les précurseurs des icosanoides ( substances phospholipidiques dérivés
de l'acide arachidonique. Leur groupe comprend les prostaglandines et les leucotrienes. Ils
interviennent pour régler le tonus vasculaire, I'agrégation des plaquettes, 1'élimination urinaire du
sodium et les réactions inflammatoires; ils jouent probablement un rdle important dans le
mouvement des ions a travers les membranes cellulaires) et les w3 (a.eicosapentoique [EPA] et
docosahexanoique [DHAY]), présents tout particulierement dans les huiles de poisson et auxquels on
attribue des propriétés antithrombotiques, anti-athéromateuses et anti-inflammatoires.(Garnier
Delamare, 2004)

Les lipides représentent en masse 30 a 80% des membranes biologiques, le reste étant composé de
protéines (20 a 60%) et quelquefois des carbohydrates (0 a 10%). D'aprés le modele de mosaique
fluide, une membrane biologique est constituée d'un fluide a deux dimensions de protéines et lipides
orientés. La bicouche lipidique est la structure de base des membranes de toutes les cellules et
organelles. Les membranes cellulaires sont des structures dynamiques et fluides et la plupart de
leurs molécules sont capables de bouger dans le plan de la membrane. La fluidité est la qualité de la
facilit¢ de mouvement et représente la valeur réciproque de la viscosité membranaire. Les propriétés
fluides des membranes biologiques sont indispensables a des nombreuses fonctions cellulaires. Des
changements minimes de fluidit¢é membranaires peuvent causer un fonctionnement anormal et
entrainer un processus pathologique.(Catala, 2009)

b- La peroxydation des lipides

La peroxydation des acides gras polyinsaturés peut étre enzymatique ou non. C'est le mécanisme
majeur de lésions cellulaires dues au stress oxydatif dans les organismes aérobies.

Le taux maximal de peroxydation lipidique est observé lorsque le ratio entre les ions ferreux et
ferrique est de 1. Bacon et al ont observé que la prise orale de fer chez les rats se manifeste par une
augmentation de la peroxydation lipidique mitochondriale. Des expériences ont ¢galement montré
que celle-ci était accompagnée d'une détérioration du métabolisme mitochondrial. Les acides gras
polyinsaturés mitochondriaux sont les cibles préférentielles de la peroxydation emmenée par le fer.

1- La peroxydation enzymatique

Les lipoxygénases comprennent une famille d'enzymes de peroxydation lipidique qui oxydent les
acides gras polyinsaturés libres et estérifiés en dérivés hydroperoxyl correspondants. Il existe trois
isoformes de lipoxygénases nommées en fonction de la position spécifique de l'oxydation de l'acide
arachidonique: la 5-lipoxygénase, la 12-lipoxygénase et la 15-lipoxygénase.

Cette réaction ne dépend que de la présence de NADPH et d'oxygene. Des études ont montré le role
du cytochrome P450 dans la transformation de l'acide arachidonique en un mélange de dérivés
hydroxy-acides. Cette réaction se fait comme une réaction de monoxygénase, c'est a dire qu'une
mole de NADPH est oxydée par mole d'oxygene.(Catala, 2006)
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2- La peroxydation non-enzymatique

La peroxydation lipidique non enzymatique est une réaction en chaine menée par des radicaux
libres dans laquelle un radical peut induire 'oxydation d'un grand nombre de molécules lipidiques
(LH), principalement des phospholipides contenant des acides gras polyinsaturés. Les acides gras
saturés ou mono-insaturés sont beaucoup moins réactifs et ne participent généralement pas a la
peroxydation lipidique.

a) L'initiation
Elle est généralement réalisée par un radical (R*) de réactivit¢ suffisante sur le groupement
méthylene de 'acide gras:

LH+R —P» Le+RH
Les espéces radicalaires pouvant entrainer cette réaction sont le radical hydroxyle (OHe), le radical
alkoxyle (RO¢), le radical peroxyle (ROO¢) et peut-étre HO>" mais pas H>O> ni O>".(Gutteridge,
1995)
L'oxygene moléculaire s'additionne rapidement au radical lipidique centré sur un carbone (L) alors
formé, faisant apparaitre le radical peroxylipidique (LOO®):

Le+ O, —P» LOO-

b) La propagation
Cette molécule peut alors capter un hydrogene d'un autre acide gras polyinsaturé :
LH+LOOs —P» Le<+LOOH
Cette réaction implique qu'une initiation touchant une molécule d'acide gras insaturé peut entrainer
la conversion de plusieurs acides gras polyinsaturés en radicaux peroxylipidiques.

¢) La terminaison
L'hydroxyperoxyde lipidique est le premier produit, relativement stable, de la peroxydation
lipidique. Sous certaines conditions ou la peroxydation lipidique est continuellement initiée, une
réaction de terminaison limite l'extension de ce processus menant a des produits non-radicalaires
(PNR) et détruisant deux radicaux a la fois:
LOO++LOO* —P PNR

En présence d'ions métalliques de transition, LOOH peut entrainer la génération de radicaux
capables de réinitier la peroxydation lipidique par le cycle redox de ces ions métalliques:

LOOH + Me™ —P» LOe*+ Me®D*

LOOH + Me®™D* —Pp»  LOOQOe + Me™*

Les hydroxyperoxydes lipidiques en présence ou non d'ions métalliques catalyseurs, peuvent
entrainer l'apparition de nombreux produits tels que des aldéhydes et phospholipides a courtes ou
longues chaines, ainsi que des aldéhydes d'esters de cholestérol.(Valko et al., 2006)

3- L'oxygéne singulet

Une autre voie pour générer des peroxydes lipidiques est celle passant directement par la réaction
entre les acides gras polyinsaturés ou leur chaines latérales et I'oxygeéne singulet sans enlever
d'hydrogéne pour débuter l'initiation. Lors de la peroxydation lipidique, n'importe quel radical
peroxyle peut entrer en collision avec un autre radical peroxyle et ainsi former une petite quantité
d'oxygene singulet qui entraine alors la production d'autre peroxydes.

L'oxygene singulet peut également étre formé quand certains composés sont exposé€s a la lumicre en
présence d'oxygene. Ils absorbent la lumiére, entrent dans un état électronique excité puis
transférent cette énergie aux molécules d'oxygeéne le transformant alors en oxygeéne singulet.
(Halliwell & Chirico, 1993)
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c- Les produits
1- Isoprostanes

Il s'agit de composés ressemblant aux prostaglandines, produits in vivo indépendamment des
cycloxygénases, principalement par la peroxydation de 1'acide arachidonique par l'intermédiaire des
radicaux libres.

D'autres produits provenant de cette voie sont les intermédiaires labiles des isoprostanes incluant les
E(2)-, D(2)-Isoprostanes, cyclopenténone-A(2)-, J(2)-Isoprostanes et des céto-aldéhydes acycliques
de haute réactivite.

Il a été décrit récemment la formation d'isoprostanes cyclopenténone (A(3)-, J(3)-Isoprostanes) par
la peroxydation de l'acide eicosapentaenoique. Au niveau du systeéme nerveux central, 1'oxydation
de l'acide docosahexanoique, un acide gras abondant de ce systéme, se traduit par la formation de
composés proches des isoprostanes nommés les neuroprostanes.(Catala, 2009)

Les radicaux 8-,9- et 12-peroxyl, dérivés de l'acide arachidonique suivent deux cyclisations
intramoléculaires consécutives:

1- Addition d'oxygene
2- Retrait d'hydrogene
afin de former des composés proches des prostaglandines. Ceux-ci sont réduits par la suite par une
cétoréductase pour obtenir les isoprostanes F2 au nombre de 64 isomeres. La différence structurale
majeure entre les isoprostanes et les prostaglandines est 1'orientation des chaines latérales. Dans les
isoprostanes, elles sont majoritairement en cis, alors que celles des prostaglandines sont orientées
exclusivement en trans.

Les isoprotanes D2 et E2, obtenus par l'intermédiaire d'endoperoxide bicyclique, sont instables et
se déshydratent spontanément en formant les isoprostanes J2 et A2 qui sont des cyclopenténones
chimiquement réactives. L'oxydation de I'EPA et de la DHA forme par un mécanisme similaire les
1soprostanes F3 et les neuroprostanes F4. En plus de ces isoprostanes, des isofuranes substitués avec
un noyau tetrahydrofurane circulaire ont été observés lorsque la concentration en oxygéne était
augmentée.(Niki, 2009)(Roberts & Milne, 2009)

2- Phospholipides oxydés

Les membranes biologiques sont composées de plusieurs classes de phospholipides (hétérogénéité
de groupe principal), de sous-classes (chaines acyles, alkyles) et especes (longueur de chaines et
degrés d'insaturation). La phosphatidylcholine (PC) est le phospholipide majoritaire dans toutes les
cellules de mammiferes (40-50%) et ainsi les phospholipides oxydés détectés dans les tissus des
mammiferes sont constitués de choline.

Les différences de structures chimiques des différents types de phospholipides déterminent les
propriétés physiques des membranes.

Les produits de l'oxydation des phospholipides sont fortement supposés modifier les propriétés
biologiques membranaires puisque leur polarité et leur forme peuvent différer significativement de
la structure de leur molécule mere. Ils peuvent altérer les interactions lipide-lipide, lipide-protéine et
par conséquent les fonctions des protéines membranaires.

Lorsque les acides gras @2 des phospholipides sont oxydés par des radicaux, plusieurs types de
produits différents sont formés. On retrouve des phospholipides contenant des produits de
l'oxydation des acides gras (communément appelé phospholipides oxydés), des lysophospholipides
et des produits de la fragmentation de acides gras oxydés. Certains produits de 1'oxydation des
phospholipides ont une activité sur les cellules des membranes vasculaires,sur les leucocytes ainsi
que sur les plaquettes.(Catala, 2009)
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niveau physiologigue:

Les hydroperoxydes sont les produits primaires principaux de la peroxydation lipidique induite par
les radicaux libres des acides gras polyinsaturés et leur taux sanguin chez I'homme a été mesuré
dans plusieurs études. Les taux d'hydroperoxydes lipidiques observés dans des états pathologiques
comme de l'hyperlipidémie, athérosclérose, diabéte, hémodialysés, arrét cardiaque, sclérose
multiple, hémorragie sous-durale et chez les patients alcooliques sont plus élevés que dans les états
physiologiques.(Niki, 2009)

3- Hydroxy-alcanes

Les lipides possédant des acides gras polyinsaturés sont susceptibles de subir une oxydation initiée
par les radicaux libres et peuvent contribuer a une réaction en chaine qui amplifie les lésions sur les
biomolécules. La peroxydation lipidique a souvent lieu en réponse au stress oxydatif et une grande
diversité d'aldéhydes est formée lorsque les hydroperoxydes lipidiques se retrouvent en masse dans
les systemes biologiques. Quelques uns des ces aldéhydes sont fortement réactifs et peuvent étre
considérés comme seconds messagers toxiques qui disséminent et augmentent les réactions initiales
dues aux radicaux libres. Les aldéhydes les plus étudiés a 1'heure actuelle sont le 4-hydroxy-2-
nonenal (HNE), le 4-hydroxy-2-hexenal (HHE) et le malondialdéhyde (MDA). Le HNE est connu
pour étre l'aldéhyde principal formé pendant la peroxydation lipidique des acides gras w6 tel que
l'acide linoléique et l'acide arachidonique. La peroxydation lipidique des acide gras 3
polyinsaturés tel I'acide linolénique et 1'acide docosahexanoique génére le HHE qui est un médiateur
potentiel de perméabilité mitochondriale.(Catala, 2009)

Les aldéhydes a,p insaturés sont tres réactifs et réagissent directement avec les protéines, I'ADN et
les phospholipides en causant des effets déléteres. La modification des acides aminés des protéines
et peptides par ces aldéhydes se fait principalement sur les cystéines, les lysines et plus faiblement
sur les histidines afin de former une liaison covalente stable avec des adduits. Les groupements
carbonyles des aldéhydes peuvent alternativement réagir avec les groupement aminés pour former
une base de Schiff.(Roberts & Milne, 2009)

Niveau physiologique

Le taux de HNE a été mesuré par diverses méthodes dans les formes libres et les adduits. Il a été
mesuré comme un ¢€ther trimethylsilyl de pentafluorobenzyl oxime par chromatographie gazeuse
utilisant un ion sélectionné chez 194 hommes et femmes sains et le taux trouvé de 74nM,un taux
augmentant avec l'dge. Les taux trouvés chez des patients atteints de la MA (plasma et fluide
cérébrospinal) et patients dépressifs (plasma) sont plus élevés.

Les taux de MDA trouvés dans le plasma humain de patients sains sont supérieurs a 1uM .(Niki,
2009)

4- Prostaglandines
Le 15-Deoxy-delta-12,14-prostaglandine J2 (15d-PGJ2) est un autre métabolite de la peroxydation
lipidique. Il est formé par une déshydratation non enzymatique se déroulant en deux étapes a partir

de PGD2. Ce composé a été observé dans les 1ésions d'athérosclérose humaine et chez les patients
ALS.(Niki, 2009)
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5- Acides gras nitrés

Les acides gras nitrés sont une autre classe de produits intéressants méme s'ils ne sont pas des
produits directs de la peroxydation lipidique. Les nitroalcanes réagissent avec une grande variété de
molécules biologiques. De multiples réponses biologiques comme la régulation enzymatique, la
modulation de I'inflammation et I'activation de la réponse au stress. Deux dérivés nitro-allyliques de
l'acide linoléique ont été trouvés dans les érythrocytes humains et le plasma dans des formes libres
et estérifices. Ils ont été identifiés comme l'acide 10-nitro-9-cis,12-cisoctadecadienoique et 'acide
12-nitro-9-cis,12-cis-octadecadienoique. On pense que les acides gras nitrés sont

formés par l'addition initiale du radical dioxyde d'azote et/ou de l'ion nitronium sur la double
liaison. Le peroxynitrite et I'acide peroxynitreux semblent également étre impliqués.(Niki, 2009)

Niveau physiologique

Les taux basals plasmatiques des acides 9- et 10- nitro-oléique chez des patients sains sont de 619
nM (formes libres) et 302 nM (formes estérifiés) et dans les érythrocytes sont de 50 et 199 nM
respectivement Les niveaux d'acide nitrolinoléique sont plus faibles que les acides nitro-oléiques.
(Niki, 2009)

Acide gras poly
1 Inssungs LH

Readical liphdigue

madical peroyl

& Lipkdes dienkoues

Schéma 5: Produits et voies reliés a la peroxydation lipidique.(1) acides gras polyinsaturés.(2)
Hydroperoxydes lipidiques. (3) Dienes conjugués. (4) Isoprostanes créés grace a la cyclisation de
l'acide arachidonique. (5) Dienes. (6) MDA. (7) HNE. (8-9) Alcanes.(Dotan et al., 2004)
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d)La peroxydation lipidique dans la MA

Oxydation lipidique
Le peptide AP induit une peroxydation des lipides des membranes et des produits de la

peroxydation lipidique. Les lipides sont modifiés par les EROs et il existe une forte corrélation entre
les peroxydes lipidiques, les enzymes antioxydantes, les plaques amyloides et les neurofibrilles dans
les cerveaux des patients atteints de la MA. Plusieurs produits résultant du stress oxydatif, comme
le HNE, l'acroléine, le MDA et les F2-isoprostanes sont augmentés dans les cerveaux atteints de
MA en comparaison a des cerveaux d'dge équivalent non atteints.

L'HNE est capable de modifier les protéines ce qui résulte en une multitude d'effets comme
l'inhibition des transporteurs neuronaux de glucose et de glutamate, I'inhibition des NA-K ATPases,
l'activation des kinases et le déréglement du transport intracellulaire de calcium, qui induit alors une
cascade d'apoptose.

Les neurofibrilles portent les marques des dommages oxydatifs sur la membrane car ils contiennent
des adduits de MDA et HNE, les plus réactifs des produits de la peroxydation lipidique. De plus le
neurones dystrophiques des plaques séniles contenant les filaments de neurofibrilles montrent des
dommages membranaires plus importants que ceux ne possédant pas ces neurofibrilles.

Suite a la peroxydation lipidique, la modification de la 2-pentylpyrrole sur les lysines est le seul
adduit avancé connu a ce jour, formé a partir des protéines par 'HNE, chez les patients souffrant de
la MA. Ces ¢léments, et le fait que I'HNE soit cytotoxique dans les neurones et dérégle les fonctions
des protéines membranaires, indique que le HNE est un marqueur caractéristique ainsi qu'une
toxine menant a la neurodégénérescence observée dans la MA.(Gella & Durany, 2009)

Les membranes plasmiques des neurones dystrophiques séniles semblent étre plus sensibles aux
dépots d'amyloide et aux processus de peroxydation lipidique que les membranes des neurones
normales ou des autres cellules des plaques séniles.

La fluidité¢ de la membrane mitochondriale est diminuée dans le cortex cérébral des patients MA,
donnée qui semble étre due a une augmentation des processus de peroxydation lipidique. Les
phospholipides des membranes dérivant de phosphatidyléthanolamine et phosphatidylinositol
diminuent dans 1'hippocampe et les premiers €également dans le cortex pariétal.

Chez des souris transgéniques il a ét¢ observé que la peroxydation lipidique précédait la formation
des plaques amyloides. Les concentrations de HNE dans le LCR ventriculaire des patients souffrant
de la MA sont augmentées. Les taux de marqueurs sont généralement normaux ou augmentés.
(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

Le marqueur majeur de métabolisme cholinergique est I'acétylcholinestérase, qui permet un controle
précis de l'activité synaptique temporale en hydrolysant l'acétylcholine en acétate et choline.
L'activité de I'AChE diminue avec 1'dge dans diverses aires cérébrales se manifestant par des signes
cholinergiques séveres causés par une concentration é€levée d'acétylcholine dans les synapses
cholinergique. L'activité de ' AChE au niveau érythrocytaire diminue avec 'dge des sujets.

La membrane érythrocytaire est une cible directe de la peroxydation lipidique lors de stress
oxydatif, ce qui implique un clivage des acides gras polyinsaturés sur leur double liaison formant
alors le MDA. La mobilité moléculaire des lipides, le nombre de groupements -SH et la résistance a
la dénaturation thermique diminuent.

La diminution des taux d'AChE entre en corrélation avec l'augmentation de la peroxydation

lipidique lors du vieillissement. On sait que son activit¢é est modulée par l'environnement
hydrophobe des membranes et dépend de la fluidit¢é membranaire et de la charge de surface. La
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fluidité membranaire, qui est une propriété clé de la bicouche lipidique membranaire, diminue avec
I'age. Ces changements peuvent causer des altérations des propriétés physiques des membranes
résultant en des modifications de l'activité enzymatique des protéines liées a la membrane et des
interactions lipidoprotéiques.
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Fig. Correlation plot between AChE activity and to-
tal anticidant capacity of plasma (measired as
FEAPE). AChE activity expressed az pmol acetyl
choline iodide hydrolyzed/min per gm haemo-
globin at 37 *C, FEAF values expressed as pmol
Fe (I per 1 of plasma. F < 0.001; r = -0.88%7.

Figure 4: Corrélation entre l'activite de I'AChE et la
capacité totale anti-oxydante. L'activité de I'AChE est
exprimée en umol d'acétylcholine hydrolysée /min /g
d'hémoglobine. La capacité antioxydante (FRAP) exprimée
en umol d'ions ferreux/litre de plasma.(Jha & Rizvi, 2009)

Le déclin de l'activité de I'AChE avec I'dge semble corréler avec I'augmentation du stress oxydatif
extra-cellulaire, puisqu'il a été décrit un lien entre l'altération de I'AChE li¢ a l'age avec la
diminution dépendante de I'dge de la capacité anti-oxydante dans le plasma et avec 1'augmentation
de la peroxydation lipidique lors du vieillissement. La diminution des défenses antioxydantes et
l'altération des membranes lors du vieillissement contribue au déclin de 1'activité de ' AChE dans les
membranes érythrocytaires. (Jha & Rizvi, 2009)

Beaucoup d'études montrent une augmentation de la peroxydation lipidique dans les cerveaux des
patients souffrant de MA surtout dans le lobe temporal ou les altérations histopathologiques sont
trés remarquables.

Selon Ramassamy et al., les résultats inconsistants sont liés a la présence ou non du génotype ApoE.
Les personnes présentant I'alléle E4 semblent étre plus sensibles a la peroxydation. Les produits
finaux de la peroxydation lipidique ont été retrouvés dans le cerveau des patients malades, surtout
dans les neurofibrilles. On y retrouve le MDA, le peroxynitrite, les carbonyles, les AGEs, la SOD et
héme oxygénase-1. Cette dernicre est une enzyme cellulaire qui est « up-regulated » dans le cerveau
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et autres tissus en réponse a un stimuli oxydatif.(Ramassamy et al., 1998)

L'effet des EROs sur les phospholipides membranaires est important puisque certaines altérations
sont spécifiques de la MA. Markesbery montra que la peroxydation lipidique est une cause majeure
de déplétion en phospholipides membranaires chez les patients souffrant de la MA.(Markesbery,
1997)

Un des produits de la peroxydation lipidique, le HNE a été trouvé en grandes quantité chez les
patients souffrant de la MA, prouvant étre toxique pour les cellules de I'hippocampe. Cet aldéhyde
hautement réactif provoque une mort neuronale en altérant les ATPases impliquées dans les transfert
ioniques et I'homéostasie du calcium.

La concentration augmentée de calcium peut elle-méme causer une cascade intracellulaire
d'évenements, résultant en une augmentation des EROs et de mort cellulaire. Des preuves du lien
entre I'homéostasie et les radicaux libres dérivent des données montrant que le flux de calcium
glutamate-dépendant est associé a la production de radicaux libres par la mitochondrie. L'acide
nitrique et le peroxynitrite semblent jouer un rdle crucial dans l'excito-toxicité reliée a l'activation
du récepteur NMDA au glutamate. Plus récemment, Montine et al. ont trouvé que les concentrations
en F2-isoprostanes sont plus €élevées dans le liquide cérébrospinal des patients souffrant de la MA.
Ces composés sont produits par la peroxydation de 'acide arachidonique catalysée par les radicaux
libres, indépendamment de la cox.(Montine et al., 1998)

L'apolipoprotéine E et le stress oxydatif
Dans le cerveau, I'ApoE est un porteur de cholestérol crucial, ce qui explique son role dans le

phénomene de neuroplasticité car il nécessite des changements des lipides membranaires, une
fonction dépendante du cholestérol.

L'ApoE réduit la mort neuronale causée par l'activité anti-oxydante du peroxyde d'hydrogene et de
la B-amyloide. Cet effet est clairement perceptible avec les isoformes E2 mais bien moins avec les
E3 et presque néante avec les E4.

L'isoforme E4 est plus sensible aux attaques des radicaux libres que 1'isoforme E3, elle méme plus
sensible que I'E2. Ramassamy et al. ont établi qu'une autre relation existait entre le génotype de
L'ApoE 4 et la peroxydation lipidique dans la MA. Ils ont montré que le niveau de peroxydation
dans les cerveaux des patients souffrant de la MA dépendait du génotype de I'ApoE et était plus
¢levé lorsque l'allele E4 était présente. Le niveau de peroxydation dans le cerveau des patients
souffrant de la MA est inversement proportionnel a la concentration de 1'ApoE, ce qui confirme
I'hypothese que 1'ApoE a un effet bénéfique contre la peroxydation lipidique et que cet effet est plus
prononcé lorsque l'allele E4 n'est pas présente. (Ramassamy et al., 1998)(Zawia et al., 2009)

Les domaines membranaires riches en cholestérol jouent un réle important dans plusieurs voies de
signalement cellulaire. La sphingomyéline est une source majeure de céramides, des médiateurs
lipidiques générés lorsque la sphingomyéline est clivée par les sphingomyélinases, des enzymes
activées par les cytokines inflammatoires et le stress oxydatif. Les céramides tiennent un role
important dans la régulation des processus physiologiques, y compris la prolifération et
différenciation cellulaire et dans l'apoptose.

Il a été observé une augmentation des taux de stress oxydatif liés au membrane, de céramides a
longues chaines et de cholestérol libre chez des patients souffrant de la MA et des neurones exposés
al'AB.

L'accumulation intracellulaire des céramides et cholestérol, et la neurotoxicité d'AP peut étre
bloquée par l'a-tocophérol suggérant un bénéfice thérapeutique potentiel des agents ciblant le
métabolisme des sphingolipides dans la MA.
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Accumulation de céramides et cholestérol dans les cellules du cerveau et lien avec le stress
oxvydatif lors du vieillissement normal.

Les dommages oxydatifs sur les cellules du cerveau augmenteraient lors du vieillissement et
l'exposition des cellules du cerveau au stress oxydatif entrainerait I'accumulation de cholestérol
dans les membranes. Les taux d'adduits d'HNE sont plus €levés dans les tissus corticaux de souris
agées suggérant une association entre l'augmentation du stress oxydatif 1i¢ a 1'age et I'augmentation
des taux de céramides et de cholestérol.

Les taux de céramides et de cholestérol ne sont augmentés que dans les régions vulnérables du
cerveau des patients souffrant de la MA. Des études ont montré que les taux de céramides et de
cholestérol libre dans le cortex frontal des patients atteints de MA (zones riche en plaques
amyloides et neurofibrilles) étaient bien supérieurs a ceux révélés chez des patients témoins, ce qui
n'était pas le cas dans le cerebellum (région plus pauvre en plaques et neurofibrilles)(fig. 5a). Le
cortex frontal des patients souffrant de MA est €également plus riche en adduits d'HNE.(fig. 5b). Ces
résultats indiquent que les changements spécifiques dans le cholestérol cellulaire et le métabolisme
des sphingolipides sont associés au stress oxydatif membranaire et a la vulnérabilité sélective des
neurones dans la MA.
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Figure 5: Taux de céramides et de cholestérol dans le cerveau liés au stress
oxydatif. A: taux de sphingomyéline, céramide et cholestérol libre dans le
gyrus frontal et le cerebellum des patients atteints de la MA et chez les
controles. B: Taux d'adduits d'HNE chez les patients souffrant de MA et les
controles.(Cutler et al., 2004)
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Les taux de céramides a longues chaines sont supérieurs dans les membranes des patients souffrant
de la MA et l'augmentation est proportionnelle a la sévérit¢ de l'atteinte.(fig.6 b) Les taux de
cholestérol libre sont bien plus élevés dans les membranes cellulaires de patients malades et
I'augmentation est proportionnelle a la sévérité de l'atteinte, de méme pour I'HNE.
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Figure 6: Taux de céramides associées aux membranes et
du cholestérol libre sont augmentés avec la sévérité de la
MA.(Cutler et al., 2004)

La protéine AP et la peroxydation des lipides membranaires induit I'accumulation de céramides et
cholestérol dans les neurones.

Le stress oxydatif associé aux membranes et la production de céramides sont nécessaires a la mort
neuronale induite par la protéine AP.

Lors d'exposition de neurones a I'A, il a été remarqué que ce peptide neurotoxique pourrait étre
responsable des anormalités des lipides membranaires dans la MA, et que ces altérations lipidiques
seraient un événement pivot des effets neurotoxiques de I'Ap.

Lorsqu'on assemble les données sur l'implication du stress oxydatif dans le vieillissement du
cerveau et la MA, la séquence suivante d'événements dans la pathogénie de la MA se construit

(schéma 4).
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Schéma 6: Modélisation du riole du métabolisme des lipides membranaires modifiés dans la
pathogénie de la MA. Les facteurs génétiques et /ou environnementaux associés au vieillissement
résultent au processus protéolytique altéré de I'APP et un augmentation de la production de I'Ap et
son agrégation. Cette derniere induit un stress oxydatif associé au membranes, ce qui altere le
métabolisme lipidique des membranes, et un augmentation des taux de céramides et cholestérol.
Les variations du métabolisme des sphingolipides et cholestérol combinées au stress oxydatif
causent des dysfonctionnement synaptiques et des dégénérescences neuronales. Le métabolisme
perturbé du cholestérol et des sphingolipides peut par la suite, augmenter la production d'Af en
facilitant le clivage par l'a-sécrétase de I'APP.(Cutler et al., 2004)

Puisque l'augmentation des taux de céramides et de cholestérol membranaire est visible dans les
régions sensibles lors de MA, et les céramides et cholestérol sont augmentés chez les patients
présentant des symptomes modérés de MA, il est possible que les anormalités du métabolisme
lipidique aient lieu précocement dans l'apparition de la MA.(Cutler et al., 2004)

Dans I'hippocampe on retrouve un taux élevé d'adduits de Mickael HNE-histidine par rapport aux
controles. Lui et al. ont montré que 'HNE pouvait également modifier de facon covalente les
histidines des chaines latérales du peptide AP, provoquant une agrégation plus importante de ce
peptide.

Des taux plus élevés d'adduits de Mickael GSH-HNE ont été observés dans I'hippocampe des
patients atteints de MA et dans les cortex frontaux et temporaux. Dans des cellules normales, ces
adduits sont €¢liminés par des protéines résistantes (MRP-1) alors que lors de MA, la glutathion S-
tansférase et la MRP1 sont modifiées par 'HNE ce qui peut induire une perte d'activité¢ de la
glutathion transférase et contribuer a I'augmentation des taux d'HNE et I'accumulation des adduits
HNE-protéine.

L'expression et 'activité de I'aldéhyde déshydrogénase, qui transforme I'HNE en acide, est diminuée
dans le cerveau MA. L'"HNE modifie également les protéasomes, ce qui provoque une augmentation
des molécules cytotoxiques.(Lui et al., 2008)
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Les taux de F(2)-Isoprostanes, F(4)-neuroprostanes et isoprostanes sont également augmentés chez
les sujets atteints de MA. Le taux de MDA est augmenté et se concentre dans les neurofibrilles et
plaques amyloides chez les patients atteints de MA. Le taux de MDA entre d'ailleurs en corrélation
avec la diminution de l'activité de la SOD.

Une étude sur le liquide cérébrospinal montre des taux élevés d'isoprostanes chez les patients
souffrant de MA et serait réduit lors des traitements par a-tocophérol et vitamine C chez les patients
malades.

Les membranes neuronales sont riches en acides gras polyinsaturés, source de peroxydation
lipidique, et leur capacité anti-oxydante est limitée. Le cortex des individus souffrant de la MA
présente un taux supérieur d'oxydation des acides gras polyinsaturés, des défenses altérées, des taux
¢levés de consommation d'oxygeéne avec des variations régionales. Les dommages oxydatifs de
I'ADN dans le cerveau des patients atteints de la MA sont significativement ¢élevés dans les
mitochondries des lobes frontaux pariétaux et temporaux.(Butterfield et al., 2010)

2- Les glucides

Glucide: terme sous lequel on désigne les hydrates de carbone oses (ou sucres simples) et osides :
holosides, polyosides et hétérosides. Les g. constituent une source et une réserve d'énergie; ils
entrent dans la composition des acides nucléiques et des parois des cellules végétales et
bactériennes. Ils se lient volontiers aux lipides et protéines. (Garnier Delamare, 2004)

a- Voie des polyols

Les deux voies de métabolisme du glucose en condition normoglycémiques, la glycolyse et la voie
des pentoses-phosphates, fonctionnent moins bien lorsque la concentration en glucose est
augmentée. L'hexokinase, qui permet la phosphorylation du glucose puis son utilisation dans ces
deux voies, est saturée a de fortes concentrations de glucose. L'accumulation du glucose dans des
tissus insulino-dépendants active la voie des polyols qui fait intervenir deux enzymes: l'aldose
réductase et la sorbitol déshydrogénase.

L'aldose réductase réduit le glucose en sorbitol en utilisant comme cofacteur la NADPH,H+
provenant de la voie des pentose-phosphates. Puis la sorbitol déshydrogénase 1'oxyde en fructose en
utilisant cette fois comme cofacteur la NAD+.

La principale conséquence de l'activation de la voie des polyols est la modification du statut redox
intracellulaire résultant de la baisse des coenzymes réduits. De nombreuses enzymes antioxydantes
comme la glutathion réductase utilise la NADPH,H+ comme cofacteur. Or, cette enzyme permet la
régénération du glutathion réduit qui est un facteur prépondérant dans la défense contre le stress
oxydant. La baisse du coenzyme réduit entraine des anomalies de la formation du monoxyde d'azote
puisque la NO-synthase I'utilise comme cofacteur.

La voie des pentose-phosphates produit du NADH,H+ et dégrade le peroxyde d'hydrogene. Lors
d'hyperglycémie, cette voie étant moins efficace, le peroxyde d'hydrogéne s'accumule, et la
glycolyse est inhibée puisque le peroxyde d'hydrogéne diminue l'activité¢ de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase.

L'inhibition de la voie des polyols semble réduire le stress oxydatif induit par I'hyperglycémie, elle
évite également le cumul de fructose qui participe activement a la glycation des protéines,
responsable de la production de EROs.(Karasu, 2010)
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b- Glycation des protéines

Une des conséquences de I'hyperglycémie est la glycosylation non enzymatique ou glycation des
protéines. Elle résulte de la formation d'une liaison covalente entre la fonction aldéhydique du
glucose et les groupements amines libres des protéines (fonction N-terminale ou fonction g-aminée
des résidus lysine). Cette liaison aprés réarrangements, donne naissance a des produits dits
d'Amadori qui présentent la particularité de posséder un groupement cétol. Celle-ci peut en
présence de métaux de transition (situés au niveau des résidus lysine et histidine), céder un €lectron
a l'oxygene moléculaire, conduisant a la formation d'anions superoxydes. Ces produits d'Amadori
peuvent étre dégradés en composés a-dicarbonylés et en désoxyglucosones. Ces derniers sont plus
réactifs que le glucose lui-méme et forment des produits avancés de la glycation (AGE). Leur
formation est dépendante des EROs et est augmentée par le dialdéhyde malonique ou par la
déplétion en GSH.(Faure & Bonnefont-Rouselot, 2005)

De fagon spontanée et comme tous les a-hydroxyaldéhydes, le glucose est capable de s'auto-oxyder
en présence de métaux de transition et via son enediol. Il génere ainsi du peroxyde d'hydrogene et
des intermédiaires réactifs tels que le radical hydroxyle et des cétoaldéhydes (produisant alors des
anions superoxydes). Ces cétoaldéhydes contribuent aux liaisons covalentes du glucose avec les
protéines.

Des ¢études suggérent un role de 1'oxydation de I'énediol catalysée par les métaux de transition dans
les dommages tissulaires associés a l'age et au diabéte. Ceci meéne a penser au rdle des radicaux
libres et du peroxyde d'hydrogene, produit par l'auto-oxydation du glucose, dans les altérations
structurales induites par 1'exposition des protéines au glucose.

Les adduits cétoaldéhyde-protéine peuvent également s'auto-oxyder par un mécanisme semblable et
ce processus contribue a la fragmentation des composés qui n'est pas inhibé par les anti-oxydants.
(Hunt et al., 1988)

Il est important de noter que les a- cétoaldéhydes ainsi que les produits d'Amadori peuvent
également s'oxyder en présence de métaux de transition et générer des EROs. Ce mécanisme
amplifiant l'attaque radicalaire aboutit & la formation de complexes multimoléculaires, a la
modification de la conformation des protéines ou a la fragmentation des protéines en peptides.

La glycation est un médiateur du processus de vieillissement et des troubles variés. Des études in
vitro et in vivo ont révélé que le fructose a une capacité réductrice plus importante que le glucose et
que la réaction de glycation est plus facilement induite par le fructose. L'auto-oxydation du fructose
produit de plus grandes quantités de composés a-dicarbonylés et de radicaux hydroxyles que le
glucose. Des mécanismes possibles de la génération de ces composés sont présentés sur la figure ci-
dessous(Semchyshyn et al., 2011):
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Schéma 7: La premiere étape, la réaction non-enzymatique entre les groupes amines de la protéine
et le monosaccharide réduit, résulte en la formation des bases de Schiff. Elles se réarrangent
ensuite en formant les produits d'Amadori ou de Heyns. Chacun de ces composés peuvent étre
transformés en proteine énediol puis en radicaux alkoxyls. Ces derniers réagissent directement
avec de l'oxygene moléculaire et génere l'anion superoxyde et les composés o-dicarbonyls. Puis,
l'anion superoxyde peut étre converti en peroxyde d'hydrogene qui produit des radicaux hydroxyles
hautement réactifs. Les composés o-dicarbonyls et les EROs sont des facteurs majeurs associés
au stress oxydatif/cabonyl.(Semchyshyn et al., 2011)

c- Glycoxydation et MA

Les AGEs, qui sont formés lors de réaction non-enzymatiques des sucres avec des dépdts protéiques
anciens, sont également de puissantes neurotoxines et des molécules pro-inflammatoires.

La glycation des protéines débute comme un processus non-enzymatique avec la condensation
spontanée des groupements cétones ou aldéhydes des sucres avec un groupe d'acides aminés libres
des protéines pour former des bases de Schiff, ce qui correspond a la réaction classique décrite par
Maillard en 1912. S'ensuit une cascade de réactions résultant en la formation des AGEs, qui sont
composés d'agrégats hétérogeénes de protéines liés irréversiblement. L'insolubilité des plaques
amyloides est causée par les cross-link protéiques covalents.

L'accumulation des AGEs extracellulaires a été observée dans les plaques séniles situées dans
diverses aires corticales. Des études immunohistochimiques montrent que les AGEs se retrouvent
fortement 1a ou est présente I'ApoE. L'accumulation extra-cellulaire des AGEs chez les patients
souffrant de la MA est causée par l'oxydation accélérée des protéines glycquées. Les dépots
protéiques intracellulaires incluent les neurofibrilles, les corps de Lewy des patients parkinson, et
les corps d'hirano qui subissent également des cross-link par les AGEs, ce qui peut expliquer leur
insolubilité et leur résistance aux protéases. Le composant majeur des neurofibrilles, la protéine
Tau, est sujette aux formations intracellulaire d'AGEs. Cette protéine peut étre glycquée in vitro,
inhibant alors sa capacité de se fixer aux microtubules. De plus, la protéine Tau isolée des cerveaux
des patients atteints de la MA est glycquée dans les régions tubulin-binding, formant des fibrilles de
couches PB. Des études montrent la présence d'AGEs en association avec deux des protéines
majeures de la pathologie AB66 et Tau. Cette observation soutient l'argument que les AGEs sont
impliqués dans la pathogénie de la MA. Les radicaux libres sont impliqués dans des processus de
glycation et peuvent clairement provoquer la formation des cross-link d'Af.
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Le métabolisme glucidique

Grace a l'imagerie in vivo des patients souffrant de la MA, on a pu démontrer la réduction
progressive du métabolisme glucidique du cerveau et du flux sanguin lors de démences séveres. Le
métabolisme glucidique dans le cerveau limite la synthése d'acétylcholine, glutamate, aspartate,
acide y-aminobutyrique, glycine et la production d'ATP. L'hypothese que les facteurs génétiques et
environnementaux meénent a un hypométabolisme glucidique intracellulaire qui peut prédisposer a
une MA ou un diabete de type 2 est largement supportée par des études épidémiologiques. Ces
études démontrent que le dt2 augmente significativement le risque de développer une MA. 1l a été
suggéré que cet effet est causé par la conjugaison de I'HNE, produit par la peroxydation lipidique, a
la protéine de transport glucidique GLUT 3. La peroxydation lipidique causée par d'autres sources
de stress oxydatif comme les microglies activées ou le fer libre extra-cellulaire, peut contribuer a la
diminution de l'apport de glucose et de la dégénérescence neuronale. Cela corrobore les données
histopathologique de la MA ou la diminution de la fluidit¢ membranaire dans la mitochondrie et des
taux ¢élevés de 8OHAG dans 'ADN mitochondrial peuvent étre observés, ce qui suggere un lien
entre le stress oxydatif et l'utilisation du glucose. Les neurofibrilles, qui sont largement composées
de protéine Tau, et les plaques séniles, contenant des agrégats de A, sont liés aux perturbations de
I'équilibre entre la phosphorylation protéique et la déphosphorylation.(Gella & Durany, 2009)

d- Glycoxydation et AGEs

La réaction de Maillard réduisant les sucres avec les groupements aminés des résidus lysine ou
arginine des protéines, puis le réarrangement d'Amadori et les glycoxydations médiées par les
EROs, apportent un mélange de produits complexes appelés les AGEs. Ces produits peuvent se
traduire par des cross-link protéiques ou encore des modifications des chaines latérales d'une
protéine unique, et alterent significativement la conformation protéique menant a l'inactivation
protéique.

Il est important de noter que la glycoxydation et le stress oxydatif sont mutuellement dépendant et
se renforcent I'un l'autre. Alors que les sources de stress oxydatif différent entre le diabéte et la MA,
certains AGEs se retrouvent dans les 2 pathologies.

On ne sait pas encore si les AGEs sont la cause ou la conséquence de la pathologie, mais il
semblerait que le stress oxydatif ait un role primaire dans la MA. Cependant leur interaction avec
les RAGE:s entrainerait un signal de transduction délétere résultant en une dégénérescence cellulaire
voire une apoptose ou la génération d'autres composés inflammatoires.
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Le glutathion est capable d'atténuer les dommages causés par I'HNE et le 4-ONE car les
groupements sulthydriles du glutathion sont en compétition avec ceux des protéines. Cependant les
taux de glutathion sont diminués lors de pathologies chroniques telles le diabéte ou la MA. De la
méme facon d'autres mécanismes cellulaires anti-oxydants, comme ceux impliquant la superoxide
dismutase, sont également diminués lors de MA. Alternativement, des concentrations augmentées
de HNE sont engendrées par l'expression cellulaire de protéines antioxydantes (héme-oxygénasel
ou thioredoxine réductase 1) en cas de néphropathie diabétique et MA. Le stress oxydatif induit par
I'AB peut étre dii en partie a 'HNE et les molécules pro-oxydante, et il a ét¢ démontré que
l'activation des protéines kinases, par l'intermédiaire de I'HNE augmentée lors de MA, était un
événement précédant l'apoptose neuronale induite par I'AB. Les mitochondries sont également
impliquées dans le dommage oxydatif lors de MA et peut-€tre dans les complications diabétiques.

Le stress oxydatif est un des événements les plus précoces lors des changements neurologiques et
pathologiques de la MA, alors que les effets du stress oxydatif se manifestent par une accumulation
lente d'AGE:s et de produits de la peroxydation lipidique lors de diabéte.

Le stress oxydatif méne a une agrégation protéique irréversible et donc une dégénérescence
neuronale lors de MA. Les produits de la peroxydation lipidique comme 1I'HNE, se lient a la
protéine Tau phosphorylée et forment des filaments appariés accélérant alors la formation de
neurofibrilles. C'est pourquoi des thérapies antioxydantes combinées a une thérapie inhibitrice des
AGEs pourraient étre une approche efficace dans le cas de MA et des complications liées au
diabete. Le stress oxydatif résulte également en des liaisons covalentes entre les filaments de
protéines Tau afin de former de grands agrégats résistants au clivage protéolytique.

On retrouve dans les plaques amyloides et les neurofibrilles des ions ferriques et cuivreux. Des
chélateurs d'ions métalliques tels la desferrioxamine (chélateur d'ion ferrique) tetrathiomolybdate
(chélateur d'ion cuivreux) et mercaptopropanol (chélateur de plomb et mercure) atténuent
I'expression de I'APP, et diminuent donc la sécrétion d'APP et la toxicit¢ de I'Ap. Ils seraient donc
des thérapies utiles dans la MA.

Les modifications oxydatives des protéines, lipides et acides nucléiques par l'intermédiaire de
glycoxydations et de peroxydations lipidiques génerent un complexe d'AGEs et de produits de la
peroxydation lipidique de plus en plus montré comme prévalent dans la MA et neuropathies et
néphropathies diabétiques. Les AGEs par leur réaction avec leur récepteur, génerent des cytokines
inflammatoires et induisent un signal de transduction qui peut résulter en apoptose cellulaire.(Reddy
et al., 2009)

Au cours de la maladie d’Alzheimer, des études épidémiologiques et immunohistochimiques
attirent 1’attention sur la contribution des glucides a la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer;
le diabete en augmente le risque. La concentration de carboxyméthyl-lysine (CML), AGE de tres
haute affinité pour le récepteur aux AGE (RAGE), est augmentée dans le liquide céphalorachidien
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Les AGE sont détectés dans les plaques séniles
extracellulaires qui contiennent les agrégats amyloides et dans les enchevétrements neurofibrillaires
a I’intérieur du cytoplasme des neurones. Les dépdts d’AGE sont inversement proportionnels a la
formation du tissu neurofibrillaire, spécialement au niveau de 1I’hippocampe.(Boulanger et al., 2007)
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3- Les protéines
a- Définition

Protéine: Composé organique polymere formé a partir d'acides aminés comme monomeres. Les
chaines formées comprennent de 50 a 1000 molécules de monomeres. Sur les 200 acides aminés
connus, vingt seulement entrent dans la composition des p. des mammiféres. Celles ci jouent un role
capital, cumulant des fonctions biologiques (enzymes, hormones, chromosomes, virus), de transport
(hémoglobine, sérum-albumine, protéines membranaires), de défense (immunoglobulines) et de
matériaux de structure (muscles, cartilages, peau, cheveux). On les divise en holoprotéines | groupe
de protéines dont l'hydrolyse produit presque uniquement des acides aminés. On les divise
notamment en protamines, histones, albumines, globulines et scléroprotéines] (ou protéines) et
hétéroprotéines | groupe de protéines complexes, dont 1'hydrolyse produit des acides aminés et des
substances non protidiques (groupement prosthétique). On les divise en glucoprotéines,
lipoprotéines, nucléoprotéines, chromoprotéines et phosphoprotéines]. Sous sa forme de simple
enchainement d'acides aminés, la structure des p.est dite primaire. La présence répétée de groupes
polaires -CO-NH-, voire d'atomes de soufre, offre de multiples possibilités de liaisons chimiques
rendant la structure plus stable. La formation de liaisons entre groupements polaires -CO et -NH
non voisins donne des structures dites secondaires monodimensionnelles (hélice droite, structure o)
ou bidimensionnelles (feuillets plissés, structure ). Sous I'action de nombreux sites pouvant encore
réagir, la structure secondaire peut soit se déformer et prendre une configuration tridimensionnelle,
dite structure tertiaire. Cette configuration est unique, mais fortement influencée par le milieu
aqueux extérieur (température, pH, concentration). Elle peut aussi s'associer a d'autres et former une
structure quaternaire (par exemple I'hémoglobine).(Garnier Delamare, 2004)

Acides aminés: Nom générique des composé€s organiques possédant simultanément une fonction
amine (-NH2) et une fonction acide (on parle respectivement d'extrémités N-terminale [amine] et C-
terminale [carboxyle]). Ils se combinent entre eux pour former les peptides, éléments constituants
des protéines. Les a.a constituant les protéines alimentaires sont au nombre de 20. 8 ou 9 d'entres
eux (controverse au sujet de I'histidine) ne peuvent étre synthétisés par 1'organisme. Ce sont les a.a
essentiels d'origine exclusivement alimentaire. Certains a.a sont aliphatiques d'autres aromatiques.
Par ailleurs il sont classés en acides, neutres et basiques.(Garnier Delamare, 2004)
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Hlustration 10: Les acides aminés naturels.

b- L'oxydation des protéines

Les réactions avec les radicaux hydroxyles ménent a une soustraction d'atome d'hydrogéne de la
chaine principale du polypeptide protéique pour former un radical centré sur un carbone, qui dans
des conditions aérobies réagissent directement avec le dioxygeéne afin de former des radicaux
peroxyl. Ces radicaux sont ensuite convertis en peroxydes alkyle par des réactions avec les formes
protonées de l'anion superoxide (HO2). En l'absence de radiation ionisante, les mémes réactions
peuvent étre initiées par des radicaux hydroxyles produits par un réaction de Fenton.

En l'absence de radiations, les protéines sont résistantes aux dommages causés par H>O» et les
autres oxydants simples a moins que des métaux de transition soient présents. Les dommages aux
protéines catalysés par des métaux impliquent une scission oxydative, perte de résidus histidine,
liaison bityrosine, introduction de groupements carbonyles et formation de protéine centré sur des
radicaux alkyle,alkoxyle ou alkyl-peroxyle. Les radicaux alkoxyles dérivés des protéines sont
capables d'intervenir dans le clivage de liaisons peptidiques. Ce dernier peut également avoir lieu
par des attaques initiées par des radicaux hydroxyles de résidus d'acide glutamique ou proline afin
de former des produits divers. Les dommages protéiques sont réversibles et sont non 1étal pour les
cellules.

Puisque la proline, l'arginine, la lysine et la cystéine sont trés sensibles a 1'oxydation par des métaux
redox (cuivre et fer), cette oxydation protéique peut &tre un procédé site-spécifique. Il est
aujourd'hui accepté que le fer se lie aux sites de liaison protéiques de faible et forte affinité
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probablement sur les acides aminés mentionnés précédemment. Les complexes Fe(Il)-protéine
réagissent avec H,O; via des réactions de Fenton produisant des espeéces oxygénées actives sur le
site.

Giulivi et Cadenas ont montré que le spectre des radicaux d'acides aminés consiste en un mélange
de trois signaux attribués a un radical peroxyl,un radical tyrosyl et des radicaux présents dans des
peptides contenants des acides aminés aromatiques. Il a été observé que ce dernier vivait
relativement longtemps a proximité de 1'héme ferrique. Il a donc été proposé que ce soit le premier
site des radicaux protéiques.

La réduction du complexe ferryl par la tyrosine est décrite par la réaction:

Fe(IV) O + Tyr OH + H*— Fe(III) + H,0 + Tyr Oe

et alternativement par les autres acides aminés menent a la formation d'autres radicaux d'acides
aminés par un transfert d'électron qui a lieu a travers les protéines.

Le radical protéique est hautement délocalisé vers la partie globine par un processus dynamique
formant des radicaux secondaires.

Les résidus aminés des chaines latérales sont les plus vulnérables face aux attaques par les EROs et
génerent les produits suivants:

arginine —» semialdéhyde glutamique

glutamate —» 4-hydroxy-glutamate

histidine —» 2-oxo-histidine

tyrosine —» 3.,4-dihydroxy phénylalanine, Tyr-Tyr cross-link, 3-nitro-tyrosine
valine —» 3,4-hydroxy valine

cystéine —> cys-S-S-cys, cys-S-S-R disulfure

proline —» semialdéhyde glutamique, 2-pyrrolidone-4-hydroxy-proline
méthionine —» sulfone et sulfoxide de méthionine

Le peroxynitrite est capable de nitrer les groupements sulfthydryl des cystéines protéiques et
d'oxyder les résidus méthionine en sulfoxide de méthionine. Cependant ces modifications sont
inhibées par la concentration physiologique de CO2 avec qui le peroxynitrite forme le ONOOCO2

ONOO™ +CO2— ONOOCO:

La nitration des résidus tyrosine, qui est un processus irréversible, prévient la phosphorylation ou
I'adenylylation des résidus tyrosine des protéines de régulation

Lorsque l'anion superoxide subit une dismutation, le monoxyde d'azote réagit directement avec les
substances biologiques et forme un complexe.

L'oxydation des protéines est associée a la formation de plusieurs types de cross-link inter- et intra-
protéique, incluant celles formées par

a) L'addition d'un groupement amino-lysine au groupe carbonyle d'une protéine oxydée

b) L'interaction de deux radicaux centrés sur un carbone formés par le retrait d'hydrogene des
polypeptides de structure.

c¢) L'oxydation des groupements sulfhydryl des résidus cystéine pour former des cross-link S-S

d) L'oxydation des résidus tyrosine pour former des cross-link -tyr-tyr-
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Les résidus cystéine et méthionine sont particulierement sensibles a I'oxydation par les EROs. Mais
I'oxydation des acides aminés sulfurylés est réversible. Les produits oxydés de la cystéine peuvent
étre réparés par une réaction d'échange de disulfure catalysée par des thiols transférases

L'oxydation de la méthionine méne a un mélange d'isoméres -S et -R de sulfoxide de méthionine.
Puisque toutes les EROs sont capables d'oxyder les résidus méthionine, il a été propos€¢ que
l'oxydation cyclique et la réduction de ces résidus aient une fonction anti-oxydante afin de protéger
la cellule des dommages oxydatifs. (Valko et al., 2006)

L'importance des dommages causés par le stress oxydatif des acides aminés et/ou protéines dépend
de nombreux facteurs tels que la nature et la localisation de I'oxydant ou la source de radicaux
libres, la proximité du radical/oxydant de la protéine cible et la nature et la concentration des
enzymes et composés antioxydants disponibles. L'oxydation des acides aminés aliphatiques méne a
la formation de NH4+ et de cetoacides alors que les chaines latérales aromatiques sont les cibles
majeures des radicaux libres sur la tyrosine, la phenylalaline et le tryptophane.

En plus de la modification des chaines latérales, les réactions d'oxydation peuvent également
intervenir dans la fragmentation des chaines polypeptidique et des réticulations intra- et
intermoléculaire des peptides et protéines. La fragmentation oxydative des chaines polypeptidiques
commence avec la formation d'un radical centré sur un carbone qui réagit avec l'oxygene afin de
former tout d'abord une espéce peroxyl puis un hydroperoxyde. La décomposition d'un tel
hydroperoxyde résulte en un clivage de la chaine peptidique et la formation d'un cétoacyl et de
dérivés amides des acides aminés carboxy- et amino-terminaux. Ainsi, les produits du clivage des
chaines polypeptidique di a des radicaux oxygénés ne sont pas de réels peptides mais des fragments
aux acides aminés terminaux dérivés.

La formation d'agrégats de protéines a également lieu lors de réactions avec des radicaux libres. De
grands agrégats de protéines liées par covalence (comme des disulfides) ou par liaisons non-
covalentes (liaisons hydrophobes ou électrostatiques) sont des produits communs de I'oxydation
intracellulaire des protéines. Les liaisons covalentes impliquent la recombinaison des radicaux des
chaines latérales des acides aminés centrés sur un carbone.

Les protéines présentes dans les cellules ou les organelles sont sujettes aux mémes réactions
d'oxydation directes. Les protéines intracellulaires peuvent également étre oxydées par des
mécanismes secondaires résultant des réactions des radicaux libres sur d'autres constituants
cellulaires comme les lipides,les hydrates de carbone ou les acides nucléiques. De plus, d'autres
produits oxydés (non radicalaires) formés incluant peroxydes, aldéhydes et carbonyles peuvent
former directement des adduits avec les protéines.(Grune et al., 1997)

c- Oxydation de la structure protéique

Les connaissances actuelles sur le mécanisme de la modification des protéines par les radicaux
libres proviennent en grande partie des études réalisées par Garrisson, Swallow, Schuesller et
Schilling qui portérent sur la réaction entre une solution aqueuse de protéines et des radiations
ionisantes en présence d'oxygene sous des conditions telles que seules les radicaux HO" Et O2- ou
les deux soient formés. Les résultats trouvés montrent que la voie principale implique la
soustraction d'un atome d'hydrogeéne dépendante du radical HO" de n'importe quel résidu d'acide
aminé pour former un dérivé radicalaire centré sur un carbone (réaction c sur le schéma) qui s'en
suit par I'addition d'une molécule d'oxygéne menant alors a un radical alkyl-peroxyle (réaction d ),
ce dernier réagit avec la forme protonée de l'anion superoxyde et donne un peroxyde alkyle
(réaction f).

La réaction entre ce peroxyde et HO> améne un radical alkoxy-protéique (réaction h) qui peut
intervenir dans le clivage des liaisons peptidiques ou réagir par la suite avec un HO> Pour donner
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un dérivé hydroxyle (réaction j).
Ces réactions sont récapitulées dans le schéma ci-dessous:
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Schéma 8: Réaction de Fenton sur des acides aminés.

Les radicaux protéiques alkyle, peroxyle et alkoxyle intermédiaires peuvent également enlever un
atome d'hydrogene des résidus d'acides aminés de la méme molécule protéique, ou non, et former
un autre radical centré sur un carbone qui subira les mémes séries de réactions. Il est important de
noter que ces mémes réactions en chaine peuvent étre initiées par HO™ produit par le clivage,
dépendant de FE?*, de H2O: (réaction b) et que 1'ion ferreux peut remplacer HO2 dans les réactions
f, h et j. Cela montre I'importance des réactions d'oxydation protéique catalysée par un métal.

d- Clivage des liaisons peptidiques

Comme indiqué dans le schéma précédent, les dérivés alkoxyles des protéines peuvent étre

impliqués dans le clivage des liaisons peptidiques. Ce clivage peut étre réalisé de deux fagons:

a) La voie des diamides (réaction a)

b) La voie de l'a-amidation (réaction b)

Mais le clivage des liaisons peptidiques peut également avoir lieu par une oxydation par les EROs

des chaines glutamyl- latérales. Par cette voie, I'acide oxalique est formé et 1'acide aminé N-terminal

d'un fragment peptidique devient un dérivé pyruvyl. Uchida a démontré que les résidus de proline

du collageéne sont oxydés en dérivés 2-pyrrolidone avec un clivage peptidique concomitant:
-Gly-Hypro-Pro-Gly-Hypro-Pro + HO. 9 -Gly-Hypro-2-Prolidone + -Gly-Hypro-Pro

e- Oxydation des résidus d'acides aminés des chaines latérales
Tous les résidus d'acides aminés de protéines sont des cibles pour I'oxydation générée par HO
exposé a des radiations ionisantes ou a des hautes concentrations d'ions Fe?* ou Cu?'. Les résidus de

phénylalanine sont oxydés en dérivés mono-ou dihydroxyles, les résidus tyrosine en dérivé 3,4-
dihydroxyphénylanine qui peuvent ensuite entrer dans un cycle redox et donc la production de plus

61



d'EROs. Les résidus tyrosine peuvent également étre transformés en nitrotyrosine, chlorotyrosine et
radicaux tyrosyles qui peuvent interagir les uns avec les autres pour former des dérivés
dityrosiniques intra- ou inter-protéiques. Les résidus tryptophanes sont oxydés en divers dérivés
hydroxy- (auréomycine, N-formyl-kynurénine et 3-Hydroxy-kynurénine, oxindole et dérivés
hydropyrroloindole). Les résidus Histidine sont oxydés en 2-oxohistidine, 4-OH-Glutamate,
asparagine et aspartate.

f- Oxydation des acides aminés soufrés

Les résidus cystéine et méthionine des protéines sont de loin les plus sensibles a 1'oxydation par
l'intermédiaire de la majorité des EROs. Contrairement a I'oxydation des autres acides aminés, les
produits de la réaction d'oxydation primaire, les disulfides protéiques(P1SSP2), peuvent étre réparés
par une réaction d'échange de disulfides grace a des thiols-transférases qui catalysent les réactions
entre le glutathion(GSH) ou la thioredoxine (Th(SH)2) pour régénérer le groupement protéique
sulthydryl (PSH) et les dérivés sulfides de la glutathion oxydase (GSSG) ou de la thioredoxine
(Th(SYS)).

Les dérivés disulfides du glutathion et de la thioredoxine peuvent étre tous les deux réduits par des
réductases spécifiques utilisant NADPH comme donneur d'électrons.

D'une maniére analogue, I'oxydation des résidus méthionine en sulfoxide de méthionine peut étre
inversée par la réaction Th(SH)2-dépendante catalysée par la méthionine sulfoxide réductase
(MSR). Comme montré ci-dessous, quand 'oxydation des résidus méthionine (Met) en méthionine
sulfoxide (MetO) par H>O; est couplée a la régénération de Met et celle de Th(SH), la réaction
globale se traduit par la conversion NADPH-dépendante de H202 en 2 moles de H>O. Il est
également évident que la substitution de H>O> par un autre ERO dans la premiére réaction produira
une conversion NADPH-dépendante de cet ERO en une espéce inactive. Tenant compte de cette
affirmation, il a été proposé¢ que l'oxydation des résidus méthionine servait de premiere ligne de
défense anti-oxydante contre les dommages des EROs.

Met + H,0, — MetO + H,0

MetO + Th(SH), — Met + Th(S5) + H,O

Th(SS) + NADPH + H" — Th(SH), + NADP*
Res : NADPH + H* + H,0, — NADP* + 2H,0
g- Modification des protéines par les peroxynitrites
Bien que l'oxyde nitrique dérivé du métabolisme de l'arginine a un rdle important comme second
messager dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires, par la réaction avec l'anion
superoxide, il est transformé en un peroxynitrite hautement toxique,qui réagit avec les groupements
cystéine sulthydryl, nitrate de tyrosine et les résidus tryptophanes, et oxyde les résidus méthionine

des protéines. Cependant, il a été observé que les peroxynitrites (PN) réagissent rapidement avec le
CO; et forme ainsi le dérivé ONOOCO;" capable de nitrer les composé€s aromatiques.

0, + NO" — ONOO~

ONOO™ + CO,; — ONOOCO,
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Il a été établi que la toxicité des peroxynitrites est gouvernée par leur habilités a générer des
radicaux libres variés (HO',02~, NO2 et COy) par des mécanismes schématisés ci-dessous ou X,Y et
Z représentent les «couples radicalaires piégés ».

H' + NO;f <—— PNH <= [X] =—= OH + NO,

H* 0, + NO

1720, + NO;” <— PN =——— Y] <
N &+ Fo.
Co,

Y

* L
CO, +NO; <— PNCO,=== [Z] =—> CO;~ + NO,
Hllustration 11: Nitration des protéines

h- Génération de dérivés carbonyles

Les résidus lysine, arginine, proline et thréonine des protéines sont particulierement sensibles a
I'oxydation catalysée par les métaux, produisant a chaque fois des dérivés carbonyles. Comme
remarqué précédemment, les dérivés peptidiques carbonyles sont également obtenus comme
produits de la fragmentation du clivage des liaisons peptidiques. De plus les dérivés carbonyles des
protéines peuvent étre formés par l'interaction entre des acides aminés des chaines latérales des
protéines (groupes cystéine sulthydryl, groupe histidine imidazole et groupe lysine amin¢) avec des
produits de la peroxydation lipidique comme I'HNE, l'acroléine, et la MDA ainsi que par des
réactions directes, de glycation/glycoxydation produisant des adduits carbonyles, et indirectes
menant a des dérivés N-carboxymethyl-lysine.(Stadtman, 2001)(Levine, 2002)(Shacter,2000)

i- Réle de I'oxygéne singulet

Le taux de réaction chimique entre 'oxygene singulet et les chaines latérales d'acides aminés libres
varie énormément. Ceci se traduit par des dommages sélectifs sur des résidus spéciaux. Parmi les
acides aminés communs seuls 'histidine, la tyrosine, la méthionine, la cystéine et la cystine en plus
du tryptophane réagissent significativement a des taux de pH physiologiques. Les autres types de
chaines latérales réagissent bien plus lentement a des valeurs neutres de pH. A de hautes valeurs de
pH, non rencontrées physiologiquement, l'arginine et la lysine réagissent rapidement par des formes
non protonées. Il a été observé que d'autres acides aminés de chaines latérales réagissaient mais que
ces réactions provenaient de procédés secondaires ou réactions « obscures » ayant lieu apres la
cessation de la photolyse.(Davies, 2003)
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Exemple: réaction avec le tryptophane

La réaction initiale de ce résidu avec l'oxygene singulet produit, soit un dioxetane sur la double
liaison C2-C3 soit un hydroperoxyde sur C3.

La décomposition de cet intermédiaire par le clivage de la double liaison C2-C3 apporte la N-
formylkinuréine alors que la fermeture du cycle meéne aux composés 3a-hydroperoxypyrroloindole
et 3a-hydroxypyrroloindole qui par la suite donnent la N-formylkinuréine également.

La décomposition des peroxydes initiaux peuvent impliquer des réactions non radicalaires ou des
clivages homolytiques de la liaison -O-O- afin de produire des radicaux.(Davies, 2003)

0 0

(M- H i

Kynurenine N-formylkynurenine Ja-hydroxypyrroloindoles

lllustration 12: Réaction de ['oxygene singulet avec le tryptophane (Davies,
2003)

J- Oxydation des protéines lors de MA

L'oxydation des chaines latérales des protéines par l'intermédiaire des EROs résulte en
l'introduction de groupements hydroxyles ou la génération de molécules carbonylées basées sur des
protéines. Les groupes carbonyles sont insérés dans les protéines par l'oxydation des résidus
hydroxyles d'acides aminés des chaines latérales en cétones ou dérivés d'aldéhydes. Un type de voie
oxydative mene a la carbonylation des protéines. Les groupements carbonyls peuvent étre amenés
dans les protéines par une oxydation directe des résidus lysine, arginine, proline et thréonine, ou par
le clivage des liaisons peptidiques par la voie d' a-amidation ou par l'oxydation des résidus
glutamyl. Les EROs peuvent également réagir avec d'autres molécules comme les lipides, I'ADN et
les sucres ce qui résulte en la production de dérivés carbonylés réactifs et aldéhydes, qui peuvent en
retour réagir avec les protéines et former des liaisons carbonyls-protéine. La mesure de cette
carbonylation ameéne une bonne estimation de 1'étendue des dommages oxydatifs des protéines en
lien avec des conditions variées de stress oxydatif, vieillissement et désordre physiologique dans la
MA.(Gella & Durany, 2009)

Carney et al. ont décrit une accumulation de protéines oxydées dans le cortex frontal. Hensley et al.
ont étudié quatre marqueurs biologiques d'oxydation des protéines et ont observé une augmentation
significative de toutes leurs concentrations au niveau de I'hippocampe et du cortex pariétal inférieur
des patients souffrant de la MA, qui correspond aux régions riches en plaques séniles. Lyras et al.
trouverent une augmentation de la concentration des protéines carbonylées dans le lobe pariétal,
sans différences significatives par rapport aux témoins. Smith et al. détectérent également une
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augmentation des carbonyles libres dans des Iésions intraneuronales. Les niveaux de carbonyl-
réductases sont également augmentés dans le cerveau de patients souffrant de la MA. Les produits
finaux de glycation des protéines, qui augmentent avec le vieillissement, semblent étre augmentés
dans le LCR des patients souffrant de la MA. Ils sont capables d'augmenter la peroxydation
lipidique et se localisent sur les sites riches en dépots de MDA neuronales et gliales chez les
patients souffrant de la MA.(Jiménez-Jiménez et al., 2006)(Carney et al., 1994)(Lyras et al., 1997)
(Smith et al., 1998)

Les protéines carbonylées sont augmentées dans la MA et il y a une correspondance régionale entre
la formation des carbonylés et les marqueurs histopathologiques lors de MA.

Il a été observé que dans les régions fortement affectées des cerveaux atteints de la MA, une
augmentation de I'immunoréactivité des protéines carbonylées a lieu dans des corps cellulaires des
neurones, sans changement pathomorphologique ainsi que dans des neurones avec des anormalités
neurofibrillaires.

Un taux important de protéines carbonylées dans l'espace entourant les neurofibrilles peut étre 1ié¢ au
stade de développement. Les groupes carbonyles dans les protéines associées aux neurofibrilles, aux
stades initiaux de la formation des tas fibrillaires peuvent participer aux réactions de cross-link ou
peuvent €tre transformés en dérivés non-carbonylés.

Les AGEs sont présents dans les neurofibrilles extra-neuronales et au coeur des plaques séniles dans
le cerveau des patients atteints de la MA.

Les peptides AP ont un role dans les dommages oxydatifs neuronaux. Dans les cerveaux de patients
souffrant de MA, on retrouve de I'HNE dans les aires péri-vasculaires ou des dépots amyloides ont
été observés.

Une étude sur des souris transgéniquement modifiées révelent que la diminution de la densité
synaptique et le déficit en transmissions synaptiques qui sont associés a l'augmentation de la
production d'AB, précedent le dépdt amyloide.

Des taux plus ¢élevés de protéines carbonylées, dans certains neurones non modifiés
morphologiquement des régions du cerveau affectées par la MA, indiquent que les modifications
oxydatives des protéines du cerveau précédent les changements neurodégénératifs des neurones.
L'oxydation de la protéine tau induit sa dimérisation et polymérisation en filaments non solubles, ce
qui stabilise l'agrégation et donc la formation de neurofibrilles lors de MA. Il a ét¢ démontré que
des AGEs ¢taient présents dans les protéines tau des neurofibrilles alors que les protéines tau
solubles, que ce soit chez les patients malades ou non, n'étaient pas glycquées. Les modifications
oxydatives de tau peuvent étre une étape dans la progression de la neurodégénérescence induite par
le stress oxydatif.(Aksenov et al., 1998)

4- L'ADN
a- Définitions

ADN: acide désoxyribonucléique. Molécule géante se présentant sous forme d'une double chaine
spiralée formées de groupements sucres (désoxyribose) et phosphates alternés, les spirales des deux
chaines, enroulées en double hélice droite, étant réunies de place en place par des groupements de
bases azotées, puriques (adénine et guanine) ou pyrimidiques (cytosine et thymine). Le groupe de
ces trois constituants (sucre, phosphate et base azotée) forme un nucléotide, qui est I'unité primaire
de I'ADN. Ces macromolécules constituent les chromosomes et leurs différents segments forment
les geénes ou cistrons, supports des caracteres héréditaires. L'ensemble des informations génétiques
conservées ainsi constituent le code génétique.(Garnier Delamare, 2004)
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Hllustration 14: Les bases présentes dans I'”ADN
Des études portant sur les dommages produits sur I'ADN par le
peroxyde d'hydrogene ont depuis longtemps étés faites.
Les types de dommages produits sont: coupures de brins, dommages

de base, libération de base et cross-links. Hlustration 13: Composition
d'un brin d'’ADN

Le taux de production de dommages est plus important en présence

de ions cuivreux, ferriques et ferreux.

Les processus de réparation sont en compétition avec la production des dommages.(Ward et al.,

1987)

b- Dommages sur les bases

1- Thymine

Historiquement la plus ¢étudiée des bases pyrimidine oxydées est la 6-dihydro-5,6-
dihydroxythymine (thymine glycol). Elle exerce une distorsion significative de la molécule d'ADN.
La portion de la base touchée par la thymine glycol, et 'adénine opposée , est extra-hélicale.

Les premieres études portant sur l'extension avec plusieurs ADN-polymérases utilisant une matrice
contenant la thymine glycol montrent que l'extension a lieu jusqu'au site de 1ésion avec 1'adénine
opposée a la thymine glycol. Apres correction, I'extension ne peut procéder plus en aval, ce qui
conforte 1'idée que c'est la base appariée a la thymine glycol en position 5 qui perturbe et suggere
que la thymine glycol est un lésion létale en inactivant 1'efficacité d'un des ADN monocaténaires
biologiquement actifs; elle est également létale pour I'ADN double brin. Il existe cependant
plusieurs séquences ou la thymine glycol est court-circuitée par certaines ADN-polymérases in vitro
et in vivo. Cependant lorsque la thymine glycol est insérée dans une séquence court-circuitée, un
faible taux de mauvaise incorporation de G opposant la thymine glycol a lieu, entrainant des
mutations.

Les produits de l'oxydation du méthyl en position 5,5-hydroxymethyluracil (5-HMU) et 5-
formyluracil (5-fU) sont également formés par des radicaux libres dans 'ADN que ce soit lors de
radiation gamma ou pendant les réactions de Fenton. Avec le 5-HMU, une conformation classique
est conservée lors de l'appariement avec 'adénine mais cela n'empéche pas que la position du 2-
désoxyribose en C1 passe de exo a endo. Malgré cela, le 5S-HMU s'apparie correctement et
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provoque un lésion faiblement pré mutagene. Les ADN polymérases ne sont pas bloquées par le 5-
fu, cependant de mauvaise incorporations de guanine et cytosine s'apparient sur le site de la Iésion.
La 5-fu provoque dans des plasmides d'E.coli des transitions T vers C,et des transversions T vers A.
L'ADN contenant des produits de fragmentation cyclique de la thymine, de contraction ou
d'ouverture de cycle de la thymine, a été utilis¢é comme matrice pour des ADN polymérases. L'urée,
un produit de fragmentation de la thymine oxydée, est entassée dans 1'hélice et bloque fortement la
synthése d'’ADN, donc est létale. Lorsque l'urée est court-circuitée, les purines sont les bases
insérées préférentiellement, surtout la guanine. Le produit d'ouverture de cycle de Ila
dihydrothymine, I'acide ureidobutyrique et I'hydrate C5 de thymidine bloquent également fortement
les ADN polymérases. Des purines et T sont insérés a 1'opposé de ces produits et lorsqu'ils sont
court-circuités, des transversions T vers A prédominent. (Wallace, 2002)(Mgller & Wallin, 1998)

2- Cytosine

Le produit principal résultant de I'attaque des radicaux hydroxy sur les cytosines de I'ADN sont le
cytosine glycol, qui est trés instable et se désamine automatiquement formant ainsi l'uracile glycol,
ou la forme déshydratée, la 5-hydroxycytosine(5-OHC). L'uracile glycol peut également é&tre
déshydraté et former le 5-hydroxyuracile (5-OHU). Ce sont les produits stables causés par les
1ésions oxydatives sur la cytosine. Plusieurs études ont montré qu'ils sont automatiquement court-
circuités par les ADN polymérases. Les dérivés de l'uracile s'apparient toujours avec 1'adénine et
sont potentiellement de fortes 1ésions pré-mutagénes donnant des transition C vers T. Le 5-OHC
s'apparie autant avec la guanine correspondante qu'avec l'adénine et en moindre quantité avec la
cytosine. Il n'est pas cytotoxique et provoque des transition C vers T et quelques transversions C
vers G. Mais puisque les ADN polymérases les corrigent, les 1ésions oxydatives sur les cytosines ne
devraient pas étre des 1ésions 1étales.(Meller & Wallin, 1998)(Wallace, 2002)

3- Guanine

La huitiéme position sur le cycle imidazolé de la guanine est la plus encline a étre oxydée et former
la 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-0x0oG) trouvée dans I'ADN aprés traitement par plusieurs agents
oxydants comme les métaux, les radiations ionisantes et est couramment utilisée comme
biomarqueur du stress oxydatif. Les adduits de 8-oxoG ont été largement caractérisés
structuralement. Lorsqu'il est apparié¢ avec la cytosine la structure du double brin est trés similaire
au double brin sain: une conformation anti- et un appariement appropri¢ a la cytosine. S'il s'apparie
a l'adénine, la conformation devient syn- formant ainsi une paire de base stable avec I'adénine en
alignement anti-. Elle est, comme la cytosine oxydée, court-circuitée par les ADN polymérases.
Selon la polymérase utilisée, la base insérée est la cytosine correspondante ou l'adénine. Cette
lésion n'est pas létale mais mutagene. Les polymérases réplicatives testées lors des études in vitro
montrent une incorporation significative de dATP opposée a la 8-0xoG, alors que les polymérases
correctives inserent préférentiellement des dCTP. Inséré dans des plasmides d'E.coli, un résidu 8-
0x0G entraine exclusivement des transversions G vers T au site de 1'adduit. Des résultats similaires
sont observés dans des vecteurs monocaténaires. Les radiations ionisantes produisent également des
produits de fragmentation du cycle imidazol¢é de la guanine la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine (Fapy-G). Ce dernier n'a pas ¢été synthétis¢ mais la méthyl-FapyG a été
examinée in vitro et s'est avérée bloquer fortement les ADN polymérases et étre une lésion 1étale
dans les cellules de mammiferes.(Wallace, 2002)(Meller & Wallin, 1998)

4- Adénine

La position 8 du cycle imidazolé de 1'adénine est également susceptible de subir une oxydation
produisant la 7,8-dihydro-8-oxoadenine (8-ox0A). Cette derni¢re a été observée dans de 'ADN
traité par des radiations ionisantes ou d'autres agents oxydants. Des études structurales montrent que
le 8-0x0A s'appariant avec T perturbe légérement le double brin et reste en position anti-. Des
études in vitro avec I'ADN polymérase I klenow exo et la Tag ADN polymérase montrent que la 8-
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0x0A n'est pas un lésion bloquante et que la thymine s'insére exclusivement a son opposé. Cette
oxydation ne provoque de Iésion ni cytotoxique ni mutagene. Cependant avec des polymérases de
mammiferes, quelques dGTP s'incorporent a 1'opposé de la 8-0x0A et la polymérase peut incorporer
dGTP comme dATP. De simples Iésions 8-0x0A ont prouvé entrainer des mutations A vers G et A
vers C dans les cellules de mammiferes.

La 2-Hydroxyadenine (2-OHA) est observée dans 'ADN de cellules oxydées par des métaux et des
radiations ionisantes. Les études sur les amorces d'extension utilisant des matrices contenant 2-OHA
montrent que les 1ésions sont court-circuitées et que toutes les bases sont incorporées. Avec des
vecteurs monocaténaires comme double-brin contenant une unique lésion 2-OHA, on n'observe
aucun effet cytotoxique mais des substitutions A vers T et A vers G.

La 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (Fapy-A) est automatiquement produite par des agents
oxydants et des radiations ionisantes. Elle bloque la synthése d'ADN et forme donc une lésion
potentiellement 1étale.

La -Deoxyadenosine (-dA) est la lésion majeure produite par des radiations ionisantes et bloque
modérément la syntheése d'ADN in vitro et in vivo. Toutes les mutations sont des délétions d'une
seule base, ce qui suggere que -dA ne reste pas entassé¢ dans I'hélice. (Moller & Wallin, 1998)
(Wallace, 2002)

5- Mécanisme
Le radical hydroxyle ajoute sur la double liaison des bases hétérocycliques et enléve un atome
d'hydrogéne du groupement méthyle de la thymine et de chacun des cinq atomes de carbones du 2-
désoxyribose. Les réactions d'additions apportent des radicaux d'adduit OH/bases d'ADN, alors que
les radicaux allyle de la thymine et les radicaux des sucres centrés sur des carbones sont formés par
des réductions. Si I'oxygene est présent, il s'ajoute aux radicaux pour donner des radicaux peroxyles.
Des ¢lectrons hydratés générés dans 1'eau par des radiations ionisantes s'ajoutent également a la
double liaison des pyrimidines et les adduits d'électrons sont produits qui se protonnent dans 1'eau et
donnent des radicaux 6-hydro-5-yl. Les atomes d'hydrogeéne générés par l'ionisation de l'eau
réagissent avec les pyrimidines produisant des adduits radicalaires similaires.
Le radical hydroxyle s'ajoute sur les positions C5- et C6 des thymines et cytosines générant des
adduits radicalaires C5-OH et C6-OH. Les réactions d'oxydation de ces derniers sont suivies d'une
addition d'OH (ou d'eau puis déprotoné) qui méne a la formation de cytosine glycol et thymine
glycol. Une addition d'oxygene sur les adduits C5-OH produit les radicaux 5-hydroxy-6-peroxyle
qui peuvent éliminer O>. S'en suit une réaction avec l'eau (ajout d'OH) menant au cytosine et
thymine glycol.
L'oxydation de tous les radicaux allyles de la thymine génére le 5-(hydroxymethyl)uracile (5-
OHMeUra) et 5-formyluracil. En I'absence d'oxygéne, 5-hydroxy-6-hydro- et 6-hydroxy-5-
hydropyrimidines sont formées par la réduction des adduits radicalaires 5-OH- et 6-OH des
pyrimidines puis protonation.
Les produits de la cytosine sont uniques du fait qu'ils peuvent étre déshydratés, formant la 5-
hydroxycytosine (5-OH-Cyt)et le 5-hydroxyuracile (5-OH-Ura), et désaminés, produisant la (5-OH-
Ura) selon les conditions.
Le radical hydroxyle s'ajoute aux purines produisant des adduits radicalaires C4-OH-, C5-OH-, et
C8-OH-capables de subir une déshydratation en formant des radicaux purines oxydés qui
redeviennent purines par une réduction. L'oxydation et la réduction d'un seul €lectron transforment
l'adduit C8-OH en 8-hydroxypurines (7,8-dihydro-8-oxopurines) et formamidopyrimidines
respectivement. Des réactions analogues avec 1'adénine produisent la 8-hydroxyadénine (8-OH-
Ade) et 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (FapyAde). Ces deux types de produits existent en
présence ou absence d'oxygene. Des agents réducteurs augmentent la formation de
formamidopyrimidines alors que la formation de 8-hydroxypurines se fait préférentiellement en
présence d'oxygene. Les radicaux hydroxyle génerent de multiples produits dans I'ADN par les
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mémes mécanismes que vus précédemment et d'autres encore. Les radicaux hydroxyles réagissent
avec la composante sucrée de 'ADN en soustrayant un atome d'hydrogeéne de chaque atome de
carbone. Les sucres modifiés sont soit libérés de I'ADN soit liés a ce dernier par une ou deux
liaisons phosphates. Une réaction unique du radical centré sur C5 de la composante sucrée de
I'ADN et l'addition du cycle purine a la position C8 au méme nucléoside ce qui produit a une
cyclisation intramoléculaire en formant alors les 8,5-cyclopurine-2-deoxynucleosides. Les deux
diastéréomeres SR et 5S- des 8,5-cdAdo et 8,5-cdGuo ont été identifiés dans I'ADN, ils sont tous les
deux formés suite a des radiations. La réaction de cyclisation intramoléculaire est inhibée par
l'oxygene car la réaction de diffusion controlée de I'oxygeéne avec le radical sucré centré sur C5 se
réalise avant la cyclisation intramoléculaire.

Les liaisons croisées entre ADN et protéine sont également formées par les réactions avec les
radicaux libres. Une liaison Thymine/Tyrosine a été identifiée dans la chromatine des mammiferes
in vitro et dans les cellules exposées a des systémes producteurs de radicaux. La formation de ces
liaisons implique 1'addition d'un radical allyle de la thymine sur la position C3 du cycle de la
Tyrosine de la protéine avoisinant 'ADN suivie d'une oxydation.(Chatgilialoglu & O'Neill, 2001)

c- Liaisons ADN/ADN et ADN/protéine

Les études portant sur ces liaisons se sont souvent concentrées sur la quantification et non
l'explication.

Le MDA crée des liaisons entre 'ADN et des protéines et avec des nucléotides dans le méme brin
ou le brin opposé.

Les liaisons inter- ou intrabrin de I'ADN ont été observées in vitro en présence de fer ou de cuivre.
Les liaisons intrabrin se produisent entre deux adénines adjacentes ou adénines-guanines.

Les liaisons entre 'ADN et les protéines ont ét¢ détectées dans des cellules de rats apres
administration de HO et d'ions ferriques chélatés. Les liaisons ADN/protéine impliquent la tyrosine
et la thymine dans la chromatine traitée par du peroxyde d'hydrogene et des radiations ionisantes.
L'ajout de fer ou de cuivre augmente la formation de ces liaisons alors qu'elles sont diminuées par
des anti-oxydants. Il y a également des preuves indirectes suggérant que 1'anion superoxide induit
ces liaisons.(Moller & Wallin, 1998)
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d- Dommages oxydatifs dans I'ADN nucléaire et mitochondrial

Les EROs sont formés par des voies et événements variés. Une cellule humaine est exposée a
1,5.10° chocs oxydatifs par jour de la part des radicaux hydroxyles ou des autres espéces réactives.
Le radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants de ' ADN endommageant les
purines et pyrimidines ainsi que les structures deoxyribose. Les dommages induits par les EROs
impliquent des coupures simples ou double brin, des modifications des purines, pyrimidines et
deoxyriboses ainsi que des liaisons ADN. Le radical hydroxyle est capable de s'ajouter aux doubles
liaisons des bases nucléotidiques et peut enlever un atome d'hydrogéne du groupe méthyle de la
thymine et de chacun des cinq carbones du 2-déoxyribose. Alors que les adduits-OH radicalaires
sont générés par des réactions d'addition, les radicaux allyliques proviennent de la thymine et des
radicaux sucrés centrés sur un carbone par une réaction de soustraction.

En plus des EROs, les espéces réactives de l'azote telles que les peroxynitrites et oxyde d'azote sont
également impliquées dans les dommages de 1'ADN. Par des réactions avec la guanine, le
peroxynitrite forme la 8-nitroguanine qui, par la structure de son adduit, induit potentiellement les
transversions. Alors que la stabilité de ces lésions est faible dans I'ADN, il semblerait qu'elle soit
stable dans ' ARN.

L'ADN mitochondrial est plus sensible a 'oxydation que I'ADN nucléaire car:

a) Aux conditions physiologiques, la mitochondrie convertit 5% de 1'oxygéne consommé en anion
superoxyde puis peroxyde d'hydrogéne.

b) La capacité réparatrice de I'ADN mitochondrial est limitée, puisqu'il n'ont pas de fonction de
réparation de l'excision nucléotidique.

¢) L'ADN mitochondrial n'est pas protégé par des histones.

Le peroxyde d'hydrogéne et d'autres especes réactives de l'oxygene ont été impliqués dans
l'activation des génes nucléaires utiles a la biogenese mitochondriale, la transcription et la
réplication du génome mitochondrial.

L'efficacit¢ des mécanismes réparateurs peut étre augmentée par l'exposition aux EROs car
plusieurs enzymes réparatrices surexprimées suite a une exposition au stress oxydatif.

Puisque dans 'ADN nucléaire, 90% des bases oxydées sont réparées par les mécanismes impliquant
un seul nucléotide et que les 10% restant par une excision, la réparation d'un seul nucléotide est la
voie principale de réparation de 8-OH-G. La capacité de réparation de I'ADN entraine un
dysfonctionnement mitochondrial et I'apparition de maladie dégénérative.(Valko et al., 2006)

Le mécanisme de production d'une double lésion par le peroxyde d'hydrogéne implique la
production initiale d'une premiere coupure simple suivant une réaction de Fenton ou M est un métal
de transition lié a un site spécifique de ' ADN

M+ +H202 ——®» M+++0OH
DNA +OH- —p SSB

Cette réaction est ensuite suivie d'une réduction métabolique, puis une seconde molécule de
peroxyde d'hydrogeéne réagit au méme endroit produisant un radical

M+ +H202 —p» M++ + OH

La réaction du second radical avec le brin d'ADN intact provoquerait la double l1ésion.(Ward et al.,
1987)
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Les EROs doivent traverser les membranes cellulaires et nucléaires afin d'attaquer 1'ADN, le
peroxyde d'hydrogene est assez lipophile pour cela. Il réagit en présence d'agent réducteur, comme
l'acide ascorbique et les métaux de transition pour produire des radicaux hydroxyles hautement
réactifs

Les EROs semblent augmenter 1'antigénicit¢ de 'ADN. Les radicaux libres produisent a proximité
des métaux liés a 'ADN des changements dans la structure antigénique.(Blount et al., 1989)

e- Dommages oxydatifs de I'ADN lors de MA

Les bases ADN sont sensibles aux dommages dus au stress oxydatif impliquant des hydroxylations,
des carbonylations protéiques et des nitrations. Il a été observé dans la pathologie que les EROs du
cerveau induisent un afflux de calcium, via des récepteurs de glutamate, et enclenchent une réponse
excitotoxique menant a la mort cellulaire. Les EROs sont générés quand l'oxygene réagit avec des
métaux redox. L'oxydation de 'ADN et ARN est marquée par l'augmentation des niveaux de
80OHAG et de 8OHD. De plus ces marqueurs ont été localisés dans les plaques amyloides et les
neurofibrilles. Une augmentation des taux de coupures de brins a été observée chez les patients
souffrant de la MA. Cela a tout d'abord ét¢ considéré comme faisant partie de I'apoptose, mais il est
maintenant largement accepté que les dommages oxydatifs sont responsables de ces coupures. Ceci
corrobore l'augmentation des carbonyles libres dans les nuclei des neurones et gliomes chez les
patients MA. L'induction de 1'héme-oxygénase-1, une enzyme anti-oxydante impliquée dans la
conversion de I'heme en bilirubine, est augmentée dans les cerveaux MA et est étroitement corrélée
avec les neurofibrilles. (Gella & Durany, 2009)

Mecocci et al, décrivirent une augmentation de la concentration de l'indicateur de dommages de
I'ADN le 8-OHdG dans le lobe pariétal des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Dans
quelques études, il a également été observé une augmentation de l'oxydation de certaines bases de
I'ADN dans le cortex pariétal, temporal, occipital, frontal et I'hippocampe, qui peuvent étre présents
des la phase initiale de la pathologie et qui semble étre majeur dans les neurofibrilles et neurones
dystrophiques. Dans le LCR, il a été observé une augmentation de la concentration de 8-OHdG dans
I'ADN intacte et une diminution de sa forme libre ainsi qu'une augmentation de la 8-OHG. Dans les
neurones des patients souffrant de la MA (surtout petite pyramidales des couches 3 et 5 du cortex)
et a une moindre échelle dans les astrocytes, il a été remarqué une augmentation de poly-ADP
ribosylation des protéines nucléaires, ce qui suggere une augmentation de l'activité de réparation de
I'ADN.(Jiménez-Jiménez et al., 20006)

Méthylation de ' ADN et stress oxvdatif

Dans les dinucléotides, la cytosine est le site de méthylation alors que la guanine subit les
dommages oxydatifs. 8-0xo-dG est largement utilisé comme biomarqueur de dommage oxydatif sur
I'ADN.

En I'absence de correction, les EROs métaboliques formés de fagon endogeéne sont capables de créer
105 molécules de 8-0x0-dG par jour dans la cellule. Il a été montré qu'une exposition au plomb lors
du développement augmentait les taux de protéine AP ainsi que la production de 8-oxo-dG a un age
avancé. AP est connu pour induire des perturbations fonctionnelles in vivo par ses propriétés pro-
oxydantes et neurotoxiques. AP induit la formation de EROs et 1'usage d'anti-oxydant peut prévenir
les cascades neurologiques provoquées par I'AB.(Zawia et al., 2009)
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C) EROs et protéine Tau

La protéine Tau anormale est résistante aux enzymes protéolytiques ce qui suggére que la glycation,
la formation de ponts disulfures, la phosphorylation et/ou la formation des fragments contribuent
aux cross-links entre les monomeres de Tau.

Les AGEs et le stress oxydatif sont des facteurs clés, induisant la transformation de protéines
solubles en dépots insolubles de protéines, ou encore en activant les microglies par l'intermédiaire
de ligands spécifiques aux récepteurs de la membrane cellulaire. Des preuves de stress oxydatif
dans la pathologie se manifestent par les hauts niveaux de protéines oxydées, de AGE, de produits
finaux de la peroxydation lipidique, de la formation d'espéces toxiques tels les peroxydes, alcools,
aldéhydes, carbonyles libres, cétones, cholesténones et des modifications oxydatives de 1'ADN
nucléaire et mitochondrial.

Les déficits de la mémoire liés a 1'age entrent en corrélation avec la diminution des mécanismes de
défense anti-oxydante dans le cerveau et le plasma. Un aspect important du systeme de défense anti-
oxydante est la réduction du glutathion qui est responsable du potentiel redox de la cellule. La
fonction la plus importante du glutathion est de donner des électrons aux EROs et donc de les
neutraliser. La concentration du glutathion intracellulaire diminue avec 1'dge méne a une situation
ou le taux de production de EROs excéde la capacité anti-oxydante, ce qui génére une situation
favorisant le stress oxydatif. Une autre raison a ce stress oxydatif est causée par le déséquilibre des
enzymes détoxifiantes lors de la MA.(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

Dans les cellules du systéme nerveux central, la glutathion peroxydase est le systéeme anti-oxydant
majeur responsable de la détoxication du peroxyde d'hydrogene. Les oligodendrocytes sont
particulierement sensibles au stress oxydatif car ces cellules ont de tres forts taux intracellulaires de
fer mais trés faibles en glutathion. Méme une faible exposition au peroxyde d'hydrogene induit de
profondes dégénérescences et morts cellulaires.

De telles altérations peuvent étre médiées par la protéine tau qui est connue pour réguler la
dynamique et la stabilit¢é des microtubules et qui est abondante dans les oligodendrocytes. La
protéine Tau se présente sous plusieurs isoformes dérivant des transcriptions alternatives et des
modifications post transcriptionnelles comme la phosphorylation.

L'hyperphosphorylation de la protéine Tau est une étape importante dans la dégénérescence
cellulaire car elle diminue la liaison des protéines aux microtubules résultant en une
dépolymeérisation des microtubules.

La déphosphorylation de la protéine Tau peut étre une part intégrale des la réponse cellulaire au
stress oxydatif. Par exemple, la déphosphorylation de la protéine Tau a été trouvée dans les
oligodendrocytes suite a des blessures provoquant du stress oxydatif comme un arrét cardiaque ou
un choc cérébral. (LoPresti & Konat, 2001)

D) EROs et peptide p-amyloide

Beaucoup d'études ont observé un effet toxique direct des protéines -amyloide sur des cultures de
neurones ou de lignées cellulaires. Behl et al. ont montré que la toxicité de la protéine B-amyloide
sur les cellules de la lignée PC12 est prévenue par la vitamine E et les antioxydants en général. Lors
d'une deuxieme étude, ils ont montré que le peroxyde d'hydrogene induit cette toxicité de la
protéine B-amyloide, ce qui explique pourquoi la catalase, qui dégrade le peroxyde d'hydrogene,
protege les cellules de la toxicité induite par la protéine B-amyloide. La méme équipe trouva de
fortes concentrations des enzymes antioxydantes, catalase et glutathion peroxydase, dans des
lignées cellulaires résistantes a la toxicité induite par la protéine B-amyloide.(Behl et al., 1992)(Behl
etal., 1994)

Des ¢études confirment clairement l'implication des radicaux libres dans le processus toxique des [3-
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amyloides. Elles sont soutenues par des études portant sur les scavengers tels l'extrait de ginkgo
biloba ou la mélatonine. Ces scavengers offrent également une protection aux cellules de
'hippocampe.

Une double relation existe entre la protéine B-amyloide et la production de radicaux libres. Non
seulement le processus oxydatif transforme les protéines non agrégées en agrégées in vitro mais, la
protéine B-amyloide est elle-méme source de radicaux libres. La protéine f-amyloid interagit avec
les cellules endothéliales vasculaires, en produisant des radicaux superoxydes qui peuvent
scavenger le facteur relaxant dérivé de I'endothélium et produire des agents oxydants causant une
peroxydation lipidique. Méme si cela concerne I'endothélium vasculaire et non les neurones, ces
données supportent I'hypothese que la protéine B-amyloide agit via ces radicaux libres et joue un
role dans le processus neurodégénératif.(Christen, 2000)

Raole de la protéine B-amyloide dans le stress oxvdatif.

Les fragments 1-42 et 1-40 de la protéine PB-amyloide humaine sont capables de générer d'eux
mémes une production de peroxyde d'hydrogéne par un mécanisme impliquant la réduction de 1'ion
ferrique et de l'ion cuivreux selon la réaction de Fenton. Le fragment 25-35 de la protéine f-
amyloide est également capable de provoquer des Iésions oxydatives de I'ADN mitochondrial et
d'induire la mort neuronale par apoptose, par l'intermédiaire du peroxyde d'hydrogene et de 'HNE,
et peut étre prévenu par la vitamine E et la N-acétylcystéine. Dans des modeles de rats
transgéniques dans lesquels 1'expression de I'APP est augmentée, il a été observé une augmentation
du dommage oxydatif, de la peroxydation lipidique, précédant la formation de la plaque amyloide,
de la production de nitro-tyrosine et de l'expression de Cu/Zn-SOD et d'héme-oxygénase aux
alentours des dépdts de protéine B-amyloide. Il a été également décrit une augmentation du stress
oxydatif dans les tas transgéniques présentant des mutations de la PSE1. Le prétraitement par
certains antioxydants comme l'a-tocopherol semblent prévenir l'apparition de troubles
d'apprentissage et de mémorisation causés par l'amyloide B chez les souris. La vitamine E peut
également prévenir les dommages oxydatifs des protéines induits par la protéine B-amyloide.
(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

La BACEI et la y-sécrétase possédent une activité dans les lipides et la protéine AP s'accumule au
niveau de ces lipides dans le cerveau des patients souffrant de MA.

Des rapports récents indiquent que le stress oxydatif affecte ces deux complexes.

Le stress oxydatif augmente l'expression de la protéine PS1 dans les lipides menant a une
production augmentée de protéine Ap.

Des données confirmant l'association entre le stress oxydatif et la y-sécrétase ont été rapportées
dans la littérature. Par exemple, les taux d'ARNm de PSENI1, PSEN2 et BACEI, de méme que
l'activité de la y-sécrétase et BACE1 sont augmentés dans des neuroblastomes traités par du
peroxyde d'hydrogeéne et de 'HNE.

L'augmentation du taux de l'expression de PSENT1 pourrait étre due a 1'altération du métabolisme du
cholestérol.

Les régions riches en lipides sont des zones importantes pour le processus amyloidogénique.

Il a ét¢ montré que la PSENI et autres y-sécrétases se localisent principalement dans les zones
riches en lipides, et que le taux de protéine PSEN1 était plus élevé lors de stress oxydatif. Il
semblerait que ces protéines PSENI1 soient incorporées au complexé PSENI et stabilisées. Cette
régulation de la protéine PSEN1 pourrait promouvoir l'activité de la y-sécrétase et donc faciliterait
le processus amyloidogénique de production d'Ap.

Le stress oxydatif induit par la protéine AP ou d'autres facteurs, augmente l'expression de 'ARNm
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codant pour la PSEN1 a travers des mécanismes non identifiés. Cela mene a I'élévation du taux de
protéines PSEN1 dans les zones riches en lipides, probablement en induisant le processus
amyloidogénique de production d'AB médiée par la y-sécrétase. Des études indiquent que le stress
oxydatif induit l'expression de BACEI, qui génere le clivage de 1'APP. L'A résultant déclenche par
la suite du stress oxydatif créant un cercle vicieux, qui pourrait étre impliqué dans le développement
de la pathologie de la MA surtout aux stades précoces.

Des immunothérapies basées sur 1'AP et des inhibiteurs de BACE]l ou y-sécrétase ont été
développées. Cependant ces thérapies n'ont pas & I'heure actuelle le succés attendu. Etant donné que
le stress oxydatif est impliqué dans la pathogénie de la MA d¢s les premiers stades, l'intervention
thérapeutique par les antioxydants tels la vitamine E, peut avoir des bénéfices cliniques méme si
quelques études cliniques montrent des résultats négatifs. Puisqu'un cycle stress oxydatif/Ap est
impliqué dans la progression de la pathologie de la MA, 1'utilisation d'anti-oxydants afin de prévenir
ce cercle vicieux peut renforcer 'effet bénéfique des thérapies anti-AB(Oda et al., 2010)

Other factors

—* 1 Oxadative stress | ..

=
i : unknown mechanisms

P v

P PS1 mRNA 1 §

PS1 protein 1 '

; i protein _
Lo in hipid raft BACE] protein T
- i :
L y- cleavage 1 B-cleavage 1

o
----------------------------------------------

Hllustration 15: mécanisme hypothétique reliant le stress oxydatif et le peptide amyloide. Le stress
oxydatif induit par le peptide amyloide ou d'autres facteurs augmente l'expression de I'ARNm de la
PSI1(=PSENI). Cette régulation entraine une augmentation de l'expression de la PS1 dans les
lipides, ce qui peut induire le clivage gamma de I'APP donnant I'Ab. De plus le stress oxydatif peut
induire l'expression de la BACEI stimulant alors le clivage béta de I'APP. Le peptide amyloide
produit génere également du stress oxydatif résultant en un cercle vicieu(Oda et al., 2010)
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E) Implication des méetaux

Il semblerait qu'il y ait accumulation de fer et d'aluminium, dans les plaques séniles et les
neurofibrilles, qui pourraient contribuer au stress oxydatif. Des études utilisant des rayons X induits
par des particules, ont montré une augmentation des concentrations de fer, calcium, phosphore et
soufre dans les plaques séniles et tissus environnants. Le taux plus élevé du sous-type C2 de la
transferrine dans le cortex des patients souffrant de la MA peut faciliter les dépots de fer. IRP-2, une
protéine régulatrice du fer, est augmentée dans les Iésions intraneuronales tels les neurofibrilles et
les plaques séniles.

La concentration de ceruléoplasmine est augmentée dans le LCR, diminuée dans les substances
blanches et grises et le cortex temporal supérieur et augmentée dans I'hippocampe, cortex frontal et
putamen. Des études ont montré une diminution de la concentration de cuivre, une augmentation de
zinc, fer, sélénium et mercure dans certaines aires cérébrales surtout 1’hippocampe et 1'amygdale.
(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

Le role des métaux

Les métaux jouent un rdle catalyseur dans la production de radicaux libres, et leur role dans la MA a
retenu l'attention. Le fer est involucré dans la formation de radicaux libres hydroxyles qui est
reconnu comme ayant des effets déléteres, comme décrit dans les réactions de Fenton et d'Haber-
Weiss.

La concentration du fer dans le cerveau des patients atteints de MA est élevée. Du fer, de la ferritine
et transferrine ont été retrouvés dans les plaques séniles. Smith et al. ont étudi€ la distribution du fer
dans le cerveau des patients souffrant de la MA en utilisant différentes méthodes histochimiques et
ont observé que la distribution du fer correspondait a celle des plaques séniles et des neurofibrilles,
les deux composantes clés de la pathologie.(Smith et al., 1997)

Le fer li¢ aux 1ésions peut faire partie de processus oxydatif in situ.

Une étude montre qu'un taux élevé de protéine p97 se liant au fer dans le LCR et le sérum existe
chez les patients atteints de la MA. Cette protéine serait un marqueur utile pour le diagnostic, le
suivi de I'évolution de la maladie, et de l'effet des thérapies possibles.

L'aluminium est également impliqué dans la pathologie, certaines études le considérent comme
toxique vu l'augmentation de sa concentration chez les malades, et l'association entre le taux
d'aluminium dans l'eau et la prévalence de la pathologie. Toutefois certaines études montrent
clairement que le taux d'aluminium n'est pas €élevé dans les régions du cerveau montrant le plus de
changements neuropathologiques lors de la MA.

Le cuivre pourrait étre impliqué dans la pathologie car c'est un catalyseur de la production d'EROs
et parce-que la molécule d'APP possede un site de liaison au cuivre. La liaison avec 1'ion cuivreux
mene a la modification de 1'APP via 'oxydation des cystéines 144 et 158, en formant la cystine et le
cuivre(I). L'APP sert dans le transfert d'é¢lectron vers le Cu(Il),du moins en vitro. L'oxydation des 2
cystéines vers la cystine résulte en la production de 2 €lectrons, mais seulement 1 est nécessaire a la
réduction du Cu(Il) vers le Cu(l). L'électron restant est impliqué dans la production de radical
hydroxyle. Ce métal est également essentiel pour de nombreuses activités enzymatiques, y compris
la cytochrome-c oxydase et la Cu/Zn superoxyde dismutase. Dans une étude récente, Deibel et al
ont observé de faibles concentrations de cuivre dans 5 zones du cerveau principalement dans
I'hippocampe.(Deibel et al., 1997)

Le zinc induit une formation de protéine amyloide chez les humains. L'APP se lie au zinc, et cette
liaison module les propriétés fonctionnelles de I'APP. Il y a inhibition du clivage de I'APP par une
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a-sécrétase et une augmentation de la liaison a 1'héparine. De plus, il existe aujourd'hui des preuves
suggérant que l'accumulation de zinc peut mener a la mort neuronale ainsi qu'a d'autres plaies du
cerveau telles que l'ischémie. (Christen, 2000)

Le cerveau est particulierement sensible aux dommages oxydatifs car c'est un grand consommateur
d'oxygene, il est riche en acides gras polyinsaturés oxydables et possede des métaux actifs (fer et
cuivre).

AP a une forte affinité pour les sites de liaison du cuivre et zinc, 'APP se lie également a ces
métaux via le domaine N-terminal.

Le cuivre se lie au monomere d'Af via trois histidines et une tyrosine. Il a été montré que le cuivre
induisait l'agrégation d'Af dans des conditions moyennement acides.

L'AB et I'APP ont toutes deux une forte activité Cu-réductase. Cette réaction génere du peroxyde
d'hydrogéne comme produit de transition. Cu+ est un médiateur potentiel du radical hydroxyle et
I'"APP et I'AP associés au Cu+ peuvent contribuer au taux élevé de stress oxydatif caractéristique des
cerveaux des patients atteints de MA.

La preuve directe supportant 'hypothése de stress oxydatif dans la MA incluent:

1) Taux augmentés de cuivre, fer, aluminium et mercure.

2) Peroxydation lipidique augmentée et taux diminué d'acides gras polyinsaturés, augmentation du
taux d'HNE

3) Augmentation de l'oxydation des protéines et de I'ADN.

4) Métabolisme énergétique diminué et taux de cytochrome c oxydase diminué.

5) Présence d'AGEs, MDA, carbonyles, peroxynitrites, héme-oxygénase 1 et SOD dans les
neurofibrilles.

6) Présence dans les microglies entourant les plaques séniles de nitrotyrosine.

Les individus ayant des altérations génétiques dans un des geénes codant les trois protéines
transmembranaires, APP, PSEN1 et PSEN2 ont d'importants dépdts d'Ap.

La toxicité¢ d'un peptide dépend de son état conformationnel et de sa longueur peptidique. L'AB
s'agrége dans deux états conformationnels, 1'état non fibrillaire, amorphe, et 1'état fibrillaire, tres
ordonné en couches. L'état d'agrégation du peptide dépend de la concentration du peptide, du pH,
des concentrations ioniques de zinc, cuivre et fer.

Le cuivre se lie a I'AP par l'intermédiaire de trois histidine et une tyrosine et le cuivre est
anormalement concentré dans les plaques amyloides. De plus I'AP se lie également au Zn+ et Fe3+
in vitro et les taux de ses métaux sont aussi élevés dans le néo-cortex et principalement dans les
plaques amyloides. Zn+ précipite I'A in vitro et Cu2+ augmente la neurotoxicité de I'AP ce qui se
correle avec la réduction du cuivre et la génération de peroxyde d'hydrogéne.

Les formes neurotoxiques d'Af stimulent 'oxydation de l'ascorbate par l'intermédiaire du cuivre. Et
la génération de radicaux hydroxyle. Cette réaction peut se traduire par les équations
suivantes(Dikalov, 2004)

A-Cu?"+AscH < A-Cu' +Asc™ +H*
A-Cu?* +Asc« A-Cu' +Asc
A-Cu* +H202+> A-Cu?** +*OH + HO™ (Fenton)
A-Cu* +02 A-Cu?*+0y
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En présence d'oxygene ou de peroxyde d'hydrogene, le cuivre peut catalyser l'oxydation des
peptides par la réaction de fenton.

Le complexe peut étre réduit par les électrons originaires de résidus méthionine C-terminaux selon
la réaction

Met-S + A-Cu?*— Met-S** +A-Cu*

formant alors le radical sulfide de la méthionine et déduisant le Cu?*.

Le transfert d'électrons entre la Met-S et le complexe AB-Cu?" peut étre accéléré par la réaction de
déprotonation de la Met-S.+ donnant également le radical 4-méthylbenzyl, rendant la réaction
précédente viable in vivo.

Le radical sulfide peut également réagir avec l'anion superoxide générant la formation de sulfoxide
de méthionine (Met-SO)

Met-S™ + O —M—et 2Met-SO

qui a été isolé des plaques séniles lors de MA.
La méthionine C-terminale est fortement liée a la pathogénie de la MA puisqu'elle représente le
résidu de I'AP le plus sensible a 'oxydation in vivo.

L'ApoE est sujette aux attaques des radicaux libres et sa peroxydation est liée a la MA.

Les plus fortes concentrations de zinc se trouvent dans les régions du cerveau les plus affectées dans
la MA. La liaison entre 1'AB et le zinc est de faible ou forte affinité. Le zinc parait contribuer a
l'agrégation et le dépot de 1'amyloide mais il peut également inhiber I'action toxique de I'AP en
entrant en compétition avec le cuivre ou le fer pour se lier a I'AP. La liaison du zinc a I'Ap change la
conformation de la protéine de telle fagon que les ions cuivre ne peuvent atteindre leur site de
liaison.

D'un autre c6té, des facteurs endogeénes ou exogenes peuvent déclencher un stress oxydatif qui
provoque un métabolisme anormal de I'AB et un flux incontr6lé du pool de zinc.

Alors que de faible taux de zinc protége de la toxicité de 1'AP, un exces de zinc peut entrainer une
mort neuronale indépendante ou synergique avec l'effet toxique de 1'Ap.

La réponse immunologique/inflammatoire aux plaques non solubles de I'AB est le déréglement de
I'homéostasie du zinc suivie d'une libération incontrdlée de zinc dans le cerveau, typique du stress
oxydatif.

L'hypothése a été émise que dans des conditions normales, une balance existait entre le zinc, le
cuivre et le métabolisme de I'AP. Celle-ci était perturbée par le stress oxydatif et une élévation du
taux de zinc et des dépots de peptides amyloides s'en suivait. L'accumulation incontrdlée de zinc ou
d'AP peut entrainer un stress oxydatif induit par le zinc et médié par I'Ap ainsi qu'a une cytotoxicité.
(Valko et al., 2006)
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F) Les systemes antioxydants

Afin de maintenir un niveau de EROs non cytotoxique, de nombreuses réactions ont lieu dans les
cellules que ce soit par des systtmes enzymatiques ou non, que l'on appelle les systémes
antioxydants. Ces systémes sont composés de substances capables, a faible concentration, d'entrer
en compétition avec les substrats oxydables pour retarder ou empécher 'oxydation des ces substrats.

1- Les systémes antioxydants enzymatiques
Ils sont considérés comme la premiére ligne de défense contre les EROs.

*Superoxyde Dismutase (SOD)
Elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogene.
20,7+ 2H" —P» H20:+ 0
SOD

Trois isoformes de la SOD coexistent:

a) La forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD) qui permet une
dismutation quasi-instantanée des EROs produits au niveau de la chaine respiratoire.

b) La forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD). Une mutation de cette enzyme est
non viable. Elle est donc indispensable.

c) La forme extra-cellulaire située sur la face externe de la membrane plasmique. On la retrouve
dans les espaces interstitiels des tissus et les liquides extracellulaires. Elle est régulée par les
cytokines.

*Glutathion peroxydase (GPx) et Glutathion réductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD, son role est d’accélérer la
dismutation du H202 en H20 et Oz.

Elle nécessite la présence de glutathion réduit (GSH) en tant que donneur d'électrons et donne le
glutathion disulfite (GSSG).

Il existe trois isoformes de la glutathion peroxydase contenant du sélénium:
a) La GPx cytosolique et mitochondriale,présente dans la plupart des tissus.

b) La GPx phospholipide-hydroperoxyde (HP-GPx) qui se trouve dans le cytosol et peut réduire
directement les phospholipides hydroperoxydés et les hydroperoxydes de cholestérol.

c¢) La GPx extra-cellulaire
La glutathion réductase (GR) a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH

qui est utilis¢é comme donneur d’¢lectrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant
limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction.
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H,O
2 GSH NADP'

GPx GR
GSSG NADPH
H,0

Elimination du H,Op par les réactions enzym atiques combindes de la GPx et de la GR.

Le rapport GSH/GSSG est un indicateur de 1'état d'oxydation dans la cellule.

*Catalase (CAT)

La catalase permet également I'élimination du peroxyde d'hydrogéne en donnant de l'eau et du
dioxygene:
2H,0;, —P 0;+2H;0
CAT

Cette enzyme se retrouve principalement au niveau du peroxysome mais on la retrouve également
dans le cytosol en plus faible quantité. Contrairement a la GPx, la catalase ne joue un rdle que
quand la concentration de peroxyde d'hydrogéne est élevée.

2- Les systémes antioxydants non-enzymatiques
Ces composants ne sont pas synthétisés par l'organisme. Un apport alimentaire est nécessaire.

Les oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requi€rent un
cofacteur pour maintenir leur activité¢ catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la Gpx de sélénium.

Mais attention, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces dans 1'organisme et
sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss).

Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes organiques grace a
la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il permet également de réduire les
radicaux formés par l'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de peroxydation
lipidique. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilis¢é comme un
marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est
consomme¢ et le glutathion oxydé augmenté.
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Ubiquinol
Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire,jouaient un réle

fondamental dans la production de EROs. Inversement, il a pu étre défini que la forme "ubiquinol”
agissait comme anti-oxydant. L’ubiquinol protége les membranes de la peroxydation lipidique par
une diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyls. L’ubiquinone est
également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son role protecteur
contre les EROs.

Vitamine E ou a-Tocophérol
C'est une molécule liposoluble qui se fixe aux membranes et séquestre les radicaux libres (radical

lipidique péroxyl). Elle stoppe ainsi la chaine de peroxydation des lipides. Elle devient alors elle-
méme un radical moins réactif que le peroxyl et sera pris en charge par une autre molécule anti-
oxydante. Cependant,la vitamine E devient pro-oxydante a forte concentration.

Vitamine C

C'est une molécule hydrosoluble qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide extra-cellulaire ; elle
peut capter directement 1’0y et I’OH". Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et ainsi
permettre une meilleure efficacit¢ de la vitamine E. A forte concentration,la vitamine C peut
également avoir un role pro-oxydant.

LOO" Vit. E Vit ¢ GSH, LA...
LOOH XVit. EX Vit. C XGSSG, DHLA...
Schema des réaction d'élimination des radicaux lipidiques par les vitamines E et C.
(LOD.) :radical peroxyle lipidique, (LOOH) : hydroperoxyle lipidique, (Vit. E) © vitamine E, (Vit. C)

vitamine C, (GSH) : glutathion réduit, (G553 gluthation oxydg, (LAY acide lipoigue, (DHLAY
acide dehydrolipoique.

Autres
On retrouve également d'autres molécules comme les B-caroténes, 1'urate, la bilirubine, I'albumine,
le curcumin, les phénols.

3- La répartition dans le cerveau

L'encéphale ne représente que 2 % de la masse corporelle mais sa consommation en O> (CMRO : 5
ml/min /100 g) et en glucose (CMRgy : 31 pumol/min/100 g) est considérable et représente
respectivement 20 et 25 % de la consommation totale de 1'organisme au repos.

Comparativement aux autres organes, le cerveau est un producteur de grandes quantités de radicaux
libres durant la phosphorylation oxydative du fait de sa forte consommation en O,. On estime en
effet que 5 % de I'O> consommeée par le cerveau sont utilisés dans des voies alternatives aboutissant
a la formation de radicaux libres ou de molécules apparentées dont les interactions secondaires
aboutissent a la formation de ces radicaux comparativement au foie ou au rein, le cerveau ne
possede qu'une modeste activité superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase. Le
glutathion (GSH) représente donc le principal dissipateur de radicaux libres du systéme nerveux
central.(Ter-Minassian, 2006)

Le cerveau humain contient environ 3% de la totalité de la GPx hépatique. Il y a une absence totale
d'enzyme non dépendante du sélénium. La quantité totale de superoxide dismutase est similaire a
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celle observée au niveau du foie et du cceur. Le niveau de catalase est faible,moins de 1% de celle
présente au niveau du foie et des érythrocytes. Il y a également moins de vitamine E, moins de la
moitié de celle contenue dans le foie. D'un autre coté,le cerveau contient de l'acide ascorbique en
grande quantité¢ (2mM). Certaines aires cervicales telles le ganglion basal sont trés riches en fer
(Jusqu'a 200ng/g). Le stress oxydatif diminue les réserves de glutathion et entraine des 1ésions
mitochondriales au niveau cervical.(Choi, 1993)

L'activit¢ de la superoxide dismutase est significativement plus importante au niveau du
cerebellum,de I'hippocampe et du cortex frontal qu'au niveau des cortex temporaux, pariétaux et
entorhinaux. La catalase est plus active au niveau du cerebellum ainsi que du cortex frontal. La
Glutathion peroxidase agit uniformément dans toutes les aires cervicales étudiées.(Chen et al.,
1994)(Mirecki et al., 2004)

Region GPx GR CuZnsS0D Region GSH GSSG
gg\:‘f'jual 1213 52025 148 = 6 Caudate 7895 + 1336 435 = 58
Putamen 11345 442426 177+ 7 Putamen 10365 + 1390 463 + 102

Cerebellar cortex 9895 + 1176 195 = 27
Cerebellar 969+ 4.2 614+ 30 120+ 6

cortex Temporal cortex 4926 + 832 178 = 37
Temporal 141£5 448 +2.0 1199 Occipital cortex 7534 + 1722 224 = 50
cortex
OCCipitai 122 + 5 384+ 19 935 + 4.5 Insular cortex 6399 + 1324 359 + 90
cortex Frontal cortex 8125 + 820 204 = 48
Insular 160 + 6 40.1£19 11325
cortex Parietal cortex 6155 + 543 195 = 38
Frontal 166 £ 6 540+18 116 + 4

White matter 10 862 + 1105 485 + 118
cortex

Hippocampus 7027 + 187 51 = 14

lllustration  16: Taux' de, glutathion Hllustration 17: Taux de glutathion( en
peroxydase(GPx), glutathzon rgdqctase (GR) nanogramme par milligramme  de
en nanomole par minute par milligramme de protéine ) réduit(GSH) et de glutathion

protéine et taux de superoxyde dismutase lié oxydé (GSSG) dans les différentes
au cuivre et zinc (CuZnSOD) en unité par composantes cervicales

milligramme de protéine dans les différentes (Mirecki et al., 2004)
composantes cervicales .(Mirecki
etal., 2004)

Héme-oxygénase

C'est une enzyme qui dégrade 1'héme pro-oxydante et se comporte donc comme un facteur défensif
contre les processus oxydatifs. Cette enzyme augmente dans les cerveaux des patients souffrant de
la MA et se localise dans les neurofibrilles, neurones des plaques séniles, les dégénérescences
granulovacuolaires. L'APP se lie avec 1'heme-oxygénase et inhibe son activité enzymatique ce qui
augmente sa toxicité. D'autre part, la protéine amyloide augmente les niveaux d'ARNm et des
protéines pour I'héme-oxygénase.

81



4- Mécanismes de défense anti-oxydante lors de MA

L'activit¢ de la monoaminoxidase B diminue dans le cortex frontal, temporal et pariétal. Les
données portant sur la SOD et la catalase sont controversées:

— Gsell et al. observérent une augmentation de l'activité de la SOD non liée a la pathologie et une
réduction de l'activité de la catalase dans le cortex pariéto-temporal, les ganglions basals et
'amygdale.(Gsell et al., 1995)

—Marcus et al. montrérent une diminution de la SOD dans le cortex frontal et temporal et de la
catalase dans le cortex temporal.(Marcus et al., 1998)

— Askenov et al. trouvérent un taux normal de 'ARNm de la Mn-SOD et une augmentation de la
CU/Zn-SOD, la catalase, GPx et GR dans I'hippocampe et le lobe pariétal inférieur.(Aksenov et al.,
1998)

I1 a été décrit une augmentation de I'immunoréactivité des anticorps polyclonales contre la Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD et catalase dans les plaques séniles et neurofibrilles.

Furuta et al. ont décrit une réactivité plus importante a la Cu/Zn-SOD dans les neurones pyramidaux
et a la Mn-SOD dans les astrocytes réactifs lors du processus de neurodégénérescence qui se co-
exprime avec la protéine Tau. Les activités de la GPx et GR augmentent dans le cerveau selon
certains auteurs.(Furuta et al., 1995)

La concentration de vitamine E est diminuée ou normale dans le LCR et variable dans le plasma.
Les niveaux plasmatiques de rétinol sont diminués, ceux de la vitamine C variables, du p-caroténe
normaux ou diminués. Les niveaux d'acide urique normaux ou diminués. Certaines études ont
permis d'observer une réduction des taux de rétinol, vitamines E et C, B-caroténe et acide urique
chez des patients souffrant de déficience cognitive minime semblables & ceux observés chez des
patients souffrant de la MA. La concentration de Coenzyme Q10 est augmentée dans le cerveau ce
qui s'interpréte comme une réponse possible d'essai de protection contre le stress oxydatif. Le taux
de thioredoxine est diminué et l'activité de la thioredoxine réductase est augmentée dans le cerveau
des patients souffrant de la MA. Cette derni¢re enzyme a un rdle protecteur contre la toxicité de la
B-amyloide dans les cultures neuronales de I'hippocampe. Le taux de quinone réductase est
augmenté dans les neurones de I'hippocampe et les neurofibrilles de méme que 1'ubiquinone-
oxydoréductase dans les neurones pyramidaux de 1'hippocampe.(Jiménez-Jiménez et al., 2006)

Une diminution des taux de GSH et de production de GSSG a été reliée a des pertes neuronales
dans la MA.

Le ratio GSH/GSSG qui est un indicateur du fléau oxydatif dans le systeme est diminué dans le
cortex frontal quelque soit le stade de la maladie.

Les faibles taux de GSH peuvent étre directement liés a l'augmentation des EROs et ERN,
peroxydes lipidiques et radicaux hydroxyles hautement réactifs. Un faible ratio GSH/GSSG
contribue a promouvoir les radicaux libres et le stress oxydatif.

Une activité GPx réduite dans les mitochondries affecte directement I'élimination des EROs et des
peroxydes lipidiques. La glutathion-S-transférase peut diminuer les dommages dus a I'HNE et
acroléine en catalysant leur conjugaison a la GSH. Une diminution de GST est observée dans le
cortex frontaux et résulte en l'augmentation des modifications/dysfonctionnement des protéines,
menant a plus de stress oxydatif et un déclin de GSH.

Ces trois enzymes sont fortement diminuées chez les patients souffrant de MA ce qui provoque une
faiblesse des défenses antioxydantes et donc une influence renforcée des EROs et ERN.

Les SOD protegent les neurones des taux élevés de O2. La GPx et la CAT participent a 1'élimination
du peroxyde d'hydrogene. Une déplétion en CAT représente la perte d'une des défenses majeures
contre les EROs. Une diminution de l'activité des SOD dans les mitochondries engendre un stress
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oxydatif et progressivement augmente la production de peroxynitrite comme dommage secondaire.
Ces enzymes sont diminuées significativement chez les patients souffrant de MA.

En présence de stress oxydatif, la formation de dérivés carbonylés a partir de protéines et lipides
cause des dommages aux biomembranes et participe a la formation des neurofibrilles dans la MA.
Ces carbonyles forment des substrats immédiats pour la GSH et sont impliqués dans l'apoptose
neuronale a tous les stades de la pathologie, ce qui est considéré comme une conséquence de la
déplétion en GSH.

Un stress oxydatif du aux produits de I'oxydation peut mener a une mort neuronale retardée. Les
cellules des synapses corticales ont une capacité diminuée de détoxiquer les peroxydes lipidiques ce
qui suggere qu'une diminution des antioxydants joue un rdle dans la pathologie de la MA.

La réactivité¢ de I'HNE avec les enzymes clés mitochondriales augmentent la libération de radicaux
libres dans le cytoplasme et provoquent la perte des fonctions synaptiques et la mort neuronale lors
de MA.

Il existe une forte corrélation entre les taux synaptiques de peroxydation lipidique, oxydation
protéique, nitration et le statut cognitif des sujets. Des changements dans le niveau d'anti-oxydants
sont également en forte corrélation avec le score MMSE, soutenant I'idée que les changements
significatifs du stress oxydatif sont des éveénements précoces jouant un rdle important dans la
progression de la maladie.

Le flou demeure sur la chronologie des événements.(Ansari & Scheft, 2010)
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IV- Méthode de mesure

Dans le cas du stress oxydatif, chaque antioxydant est affect¢ a un degré différent. Il existe
différentes méthodes permettant d'évaluer la capacité antioxydante totale d"un échantillon
biologique.

La base de la technique est de mettre en contact un systéme in vitro générant des ERO avec une
cible (acide gras, sonde fluorescente) dont I'oxydation est suivie dans le temps par
spectrophotométrie ou luminescence.

Lorsque cette réaction est réalisée sur un échantillon de plasma, les antioxydants présents dans
celui-ci vont interagir avec les ERO. Ce n'est qu'apres leur consommation totale que I'oxydation de
la cible commencera. Ce temps de latence est directement proportionnel a la quantité d'antioxydants
présents dans 1'échantillon plasmatique.

Ci-dessous nous allons décrire quelques-unes de ces méthodes.

A) Le test PATROL

Nous allons ici décrire la méthode proposée et réalisée au département Laser au sein de Centre
Hospitalier Universitaire de Nantes dirigé par le Professeur Patrice. Cette méthode est brevetée
depuis 2007 (brevet n® FR 07/07938, 13/11/07, modifi¢ n® FR 08/02110, 16/04/08 PCT n° WO
2009/068820 A2).

La méthode permet d'évaluer par fluorescence, la capacité de résistance d'un sérum a l'apparition
des radicaux libres.

Le niveau d'hémolyse du sérum est préalablement évalu¢ a partir d'un pic d"absorption a 413 nm et
le niveau d'absorption minimal est défini a 650 nm. La destruction des globules rouges provoque la
libération de I'hémoglobine qui absorbe fortement, ce qui affecte les mesures optiques
particulierement, celles impliquant la fluorescence. De plus 1'hémolyse libére plusieurs molécules
ayant un role dans les processus oxydatifs. Les porphyrines peuvent, en plus, emprisonner 1'oxygeéne
singulet et dégrader I'anion superoxide.(Olivier et al., 2009)

Un photosensibilisant, le rose Bengale, est ajouté par la suite au sérum. Ce mélange est ensuite
irradi¢ a 514 nm pendant 102 secondes, ce qui entraine la formation d'oxygéne singulet. Le bon
positionnement du sérum et la quantité d’énergie délivrée par le laser sont contrdlés, permettant une
production standardisée d’oxygeéne singulet et une reproductibilité¢ des mesures.
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Rose Bengale et EROs

514 nm

N vA ¢
. - <»’«> 4'

|

Proteines. 10, 0.75
'/_ __Lipides © |
EROs Secondaires <« ADN

l

DCFH —» DCF Fluorescence mesurée

lllustration 18: Réaction du rose bengale excité par onde lumineuse dans le
principe du test PATROL
Une sonde fluorescente, la dichlorofluoresceine, est ensuite adjointe. La réaction d'oxydation avec
les radicaux libres présents dans le sérum transforme la dichlorofluoresceine non fluorescente en 2'-
7'-dichlorofluoresceine hautement fluorescente. La fluorescence est alors mesurée pendant 66
minutes.

Test PATROLEESENTTCIPE

II
Serum Photosensibilisant Laser Ajoutde
(Rose bengal) DCFH

Condiiens: Thermostated (40°C), Bufiered (v-2)

Controls: No'laser, reference only, absorbance at 2 wi

Hllustration 19: principe du test PATROL réalisé a 40°C.

La calcul de l'aire sous la courbe permet de définir la capacité anti-oxydante totale du sérum. Plus

l'aire sous la courbe est importante, plus la capacité anti-oxydante totale de l'individu est faible.
(Olivier et al., 2009b)
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L’AUC est rapportée a une population témoin afin de standardiser le test. On divise 'AUC de
'échantillon par celui du pool de sérum de donneurs sains utilis¢é comme référence. Le ratio de
référence vaut 1; un ratio > 1 traduit une AUC des patients supérieure a celles des témoins, donc
une capacité anti-oxydante inférieure.(Bigot et al., 2011)

B) Le test TEAC

11 s'agit du test Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity commercialisé par les laboratoires Randox.
Il est basé sur la suppression de l'absorbance des cations du 2,2-azinobis (3-éthlbenzothiazoline-6-
sulfonate) (ABTS) par les antioxydants dans les échantillons du test quand 'ABTS est incubé avec
des péroxydases (metmyoglobine) et H20,. Si le temps d'inhibition est fixé a 3 minutes, tel que
décrit dans les instructions du fabricant, les antioxydants rajoutés quenchent les radicaux d'ABTS
de fagon dose-dépendante non linéaire.(Wang et al., 2004)

Il s'en suit une méthode d'inhibition: un échantillon est ajouté au systéeme producteur de radicaux
libres, l'inhibition de l'activité des radicaux libres est mesurée et cette inhibition est reliée a la
capacité antioxydante de I'échantillon.(Cao & Prior, 1998)

Ce test est basé sur la capacit¢ d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS.+ de
coloration bleu-verte en le transformant en ABTS+ incolore, par piégeage d’un proton par
I’antioxydant. Une comparaison est faite avec la capacit¢é du Trolox (analogue structural
hydrosoluble de la vitamine E) a capturer ABTS.+. La décroissance de 1’absorbance causée par
I’antioxydant reflete la capacité de capture du radical libre. La capacité antioxydante, exprimée en
équivalent Trolox (TEAC), correspond donc a la concentration de Trolox ayant la méme activité
que la substance a tester a une certaine concentration. Le résultat est donné en uM ou mM
d’équivalent Trolox par g de produit ou par ml s’il s’agit d’un liquide.(Pincemail et al., 1999)

La réaction utilisée ici est la suivante:
ABTS + K2S208 —p»  ABTS+
Amax=734 nm
ABTS"+ArOH —p ABTS +ArO*+ H*

ou I'ABTS est le 2,2'-azino-bis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).(Apak et al., 2007)

L'évolution de 1'absorbance est suivie par spectrophotométrie.
C) Le test ORAC

C'est le test Oxygen Radical Absorbance Capacity basé sur le travail de Glazer et modifi¢ par Cao et
Prior dans lequel la diminution de la fluorescence de la B- ou R-phycoerythrine (PE) est mesurée en
présence de 2,2-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride, la phase de décalage ou la constante de
diminution de la fluorescence de la PE est utilisée pour déterminer la capacité antioxydante de
I'échantillon ajouté. Elle prend en compte la globalité de l'action des radicaux libres et utilise les
aires sous la courbe afin de la quantifier en combinant le pourcentage et 1'importance de l'inhibition
de la formation des radicaux libres par les antioxydants en une seule valeur.(Wang et al., 2004)

On utilise un spectrofluorométre a une longueur d'excitation de 540nm et un longueur d'émission de
565nm.

Comme le test TEAC, il s'agit d'une méthode d'inhibition.
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A
ANTIOXYDANTS
lllustration 20: Meécanisme du test ORAC ou [I'AAPH (2,2’-azobis(2-
aminopropane)dihydrochloride) est le générateur de radicaux libres, R-PE est la
phycoerythrine, la protéine fluorescente, I’addition de radicaux libres sur la protéine
vont induire des transformations de structures entrainant un quenching de
fluorescence.(Perier, 2011)
Les valeurs sont rapportées en trolox équivalent par produit en croix sur les valeurs d'un échantillon
par exemple (Perier, 2011):

Echantillon Aire Valeur ORAC

Blanc 8485 n/a

Trolox 14008 1
Sérum 31299 8.23

La méthode est basée sur la décroissance de la fluorescence de la fluorescéine en présence d'un
oxydant chimique I’AAPH (un radical peroxyl libre stable). Le produit a tester peut étre capable de
protéger la fluorescéine et réduire la vitesse de dégradation de la fluorescence. Il possede alors un
pouvoir antioxydant. La méthode est réalisée en microplaque dans lesquelles il est mesuré, en
parall¢le, le déclin de la fluorescéine au cours du temps en présence de concentrations croissantes
de Trolox et des €chantillons a tester a différentes concentrations. Le but est d’obtenir une réponse
comparable a celle de la gamme. On peut ainsi apres traitement des données, calculer I'équivalent
Trolox. La méthode faisant intervenir une cinétique, la mesure de la capacité se fait par
I’intermédiaire du calcul des aires sous la courbe. C’est une méthode qui combine a la fois le
pourcentage d’inhibition de la réaction d’oxydation et la longueur dans le temps de cette inhibition
en une seule mesure. Elle donne une mesure globale de la capacité antioxydante(Pincemail et al.,
1999)

Le test ORAC met en application un schéma réactionnel dans lequel antioxydant et substrat entrent
en compétition de fagon cinétique afin de générer des radicaux peroxyls par la décomposition de
composés azo comme '"ABAP (2,2'-azobis(2-aminopropane)dihydrochloride). L'aire sous la courbe
(AUCQC), trouvé en soustrayant I'AUC d'un blanc a celui d'un échantillon contenant des antioxydants
(la diminution de la fluorescence est retardée) est une indication de la concentration totale en
antioxydants de I'échantillon.

Le test utilise aujourd'hui de la fluorescéine. Il mesure l'inhibition d'oxydations induites par des
radicaux peroxyles par les antioxydants et refléte l'activité antioxydante par transfert d'atome
d'hydrogene.(Apak et al., 2007)
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D) Autres
1- FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Capacity)

Il mesure la réduction des ions ferriques en ferreux en présence d'antioxydants. Il n'utilise donc pas
de radicaux libres ou d'oxydants.

La capacité antioxydante d'un antioxydant contre un radical libre ne correspond pas nécessairement
a son habileté a réduire les ions ferriques en ferreux.(Cao & Prior, 1998)

On utilise un spectrophotometre. Les résultats finaux sont convertis en mmol Trolox équivalents/L.

Les essais basés sur le spectrophotométre mesurent la capacité d'un antioxydant a réduire un
oxydant qui change de couleur une fois réduit. Le degré de changement de coloration (augmentation
ou diminution de I'absorbance a une longueur d'onde donnée) est corrélé a la concentration
d'antioxydant de 1'échantillon.

Le test suit la réaction suivante:

Fe(TPTZ)** + ArOH —» Fe(TPTZ):% + ArO. + H+
Amax=595 nm

ou TPZ est le ligand 2.4,6-tripyridyl-s-triazine.

Le test FRAP est simple et bon marché mais est irréalisable chez 'homme car le complexe coloré
est formé a un pH de 3,6 bien plus bas que le pH physiologique et insuffisamment sensible au
groupement thiol présent dans les antioxydants comme le glutathion.(Benzie & Strain, 1996)(Apak
et al., 2007)

2- DPPH

La méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH.. Un antioxydant aura la capacité¢ de
donner un ¢lectron singulet au radical synthétique DPPH. De coloration violette pour le stabiliser en
DPPH de coloration jaune-verte. La mesure de la décroissance de coloration violette au cours du
temps permet de déterminer la EC50, temps au bout duquel 50% de coloration est perdue.
Généralement interprétée sur la base de la quantité d’un antioxydant nécessaire pour faire diminuer
de 50% la quantité initiale de DPPH (EC50), (des comparaisons de EC50 sont réalisées), le résultat
est dépendant de la concentration en DPPH initiale. En ajoutant une référence connue, on pourrait
standardiser la méthode, en ramenant par exemple les résultats a un équivalent Trolox.(Pincemail et
al., 1999)

La méthode utilise la réaction suivante:

DPPH. + ArOH —» DPPH + ArO. + H+
Amax=515 nm

ou le DPPH est le radical stable[2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl] (Apak et al., 2007)
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3- CUPRAC (cupric reducing antioxydant capacity)

Ce test est basé sur l'augmentation de l'absorbance a une longueur d'onde prédéfinie lorsque
l'antioxydant réagit avec le réactif chromogene.

11 suit la réaction suivante:
n Cu(Nc)22* + Ar(OH)» —9» n Cu(Nc)** + Ar(=0), + n H+
Amax=450 nm

E) Comparaison

Caractéristique | PATROL FRAP TEAC ORAC DPPH
Méthode Fluorescence | Absorbance Absorbance | Fluorescence | Absorbance
UV/vis UV/vis UV/vis
Matériel Laser, Spectrométre | Spectrométre |Spectrophotom| Spectrométre
spectrophoto etre
metre
Temps 66min Quelques Quelques 70min Non fixé
minutes minutes
ERO Oxygéene Pas d'ERO: | ABTS exogene Radical DPPH
singulet Ion ferrique peroxyl
Inconvénient Ne mesure pas
les Aox Long, pas
ossédant un encore
L. p Cher, moins standardisé, Réaction avec
Long, matériel | groupement " L .
> - 1 spécifique, peu nécessite la des phénols,
spécifique, | thiol, réalisable . ; AR , ,
3 pH acide physiologique. | réalisation d'un | temps non fixé.
quap test TEAC en
non arallele
physiologique. P '
A SCi L
vantages Spécifique, Spécifique,
mesure . X
répond a de
globale, nombreux
standardisé, | Peu couteux, Court, . .
. : . - antioxydants, | Court, simple.
petit rapide, simple.| standardisé, hvsiologique
¢chantillon de phy £1que,
’ mesure
serum, lobale
physiologique & '
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F) Application a la MA

Aucune ¢tude portant sur 1'étude de la CAT des patients atteints de la MA n'a été a ce jour conclue.

Nous pouvons toutefois émettre I'hypothése que les CAT se rapprocheraient de patients souffrant de
multiples micro-AIC.

Une ¢étude menée par Thomas Ritzenthaler entre 2009 et 2011 sur la dynamique du stress oxydatif
dans la phase aigué¢ de I'AIC, utilisant le test PATROL, montre 1'évolution de la CAT des patients
dans la semaine suivant I'AIC.

Diagramme de comparaison entre sujets sains ef AVC
3,0000 3

2,5000 - T - 25

(5]
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O meyenne FATROL J5

RapportBrut
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O meoyenne PATROL
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Figure 7: Test Patrol des sujets sains,sujets ayant fait un AVC a J0, J1 et J5

Son étude permet de dire que la capacité anti-oxydante totale des individus souffrant d'un AIC est
diminuée dés les premiers symptomes et ce jusqu'au cinquiéme jour qui témoigne d'une
augmentation de la consommation des molécules anti-oxydantes.

En rapprochant la pathologie de la MA d'une succession d'AIC, on peut considérer que la CAT est
toujours abaissée chez les patients atteints de la MA par rapport aux sujets d'dge équivalent
sains(Ritzenthaler, 2011).

Afin de confirmer cette hypothese, il faudrait réaliser une étude portant sur la capacité antioxydante

totale de patients diagnostiqués avec la MA ainsi qu'en consultation mémoire afin de quantifier la
CAT selon la gravité des symptomes.
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V- Traitement

Actuellement il existe deux types de médicaments permettant une prise en charge symptomatique
de la maladie, les inhibiteurs d'acétylcholinestérase et les antagonistes des récepteurs NMDA.
Aucun d'eux n'empéche 1'évolution de la pathologie.

A) Les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase

Ils répondent a la stratégie pharmacologique initiale du traitement basée sur I'hypothése
cholinergique de ce dysfonctionnement de la mémoire.

Précédemment nous disions que le taux d'acétylcholine présent dans le cerveau atteint était bien
inférieur a celui d'un cerveau sain a cause de la présence abondante d'acétylcholinestérase et de
butylcholinestérase.(Hansen et al., 2006)

Ces médicaments inhibent donc ces deux enzymes et permettent d'augmenter le taux
d'acétylcholine.

1- Tacrine

L'hydrochloride de tacrine, un inhibiteur de cholinestérase de premiére génération, fut le premier
médicament de cette classe a étre approuvé. Il a obtenu son AMM en France en Mai 1994 sous le
nom dépos¢ de COGNEX® commercialisé par le laboratoire Parke-Davis. C'est un inhibiteur
réversible et non compétitif de 1'acétylcholinestérase a affinité centrale, la tacrine passe la barricre
hémato-encéphalique et diffuse dans le cortex, I'hippocampe, le thalamus et le striatum.

De plus, la tacrine stimule les récepteurs muscariniques et nicotiniques, pré et postsynaptiques, ce qui
permet d’augmenter la libération d’acétylcholine mais aussi d’inhiber la recapture de la choline qui
freine la libération d’acétylcholine.

Elle est prescrite dans les formes 1égéres a modérées de la pathologie a une posologie comprise
entre 80 et 160mg/j.

La tacrine a été¢ supprimée en mai 2004 a la suite de sa toxicité hépatique.(Theriaque, 2011a)
(Blanchecotte, 1995)

2- Donépézil

Le chlorhydrate de donépézil est un inhibiteur de seconde génération. Il a obtenu son AMM en
septembre 1997 sous le nom déposé d' ARICEPT® commercialisé par le laboratoire EISAI

C'est un inhibiteur spécifique et réversible de 'acétylcholinestérase. Il présente in vitro une activité
sur 'acétylcholinestérase 1000 fois plus importante que sur la butylcholinestérase, cholinestérase
présente hors du systéme nerveux central.

Le donépézil est soumis a prescription médicale restreinte :

- Prescription initiale annuelle réservée aux médecins spécialistes en neurologie, en

psychiatrie, aux médecins spécialistes titulaires du diplome d’études spécialisées

complémentaires de gériatrie et aux médecins spécialistes ou qualifiés en médecine

générale titulaires de la capacité de gérontologie.

- Médicaments soumis a une surveillance particuliére pendant le traitement : nécessité d'un examen
cardiologique avec ECG préalable.(HAS, 2007)(Theriaque, 2011b)

Le donépézil est prescrit comme traitement symptomatique de la maladie d'Alzheimer dans ses
formes légeres a modérément séveres (MMSE entre 10 et 26).
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Il existe les dosages 5 et 10 mg sous formes de comprimés pelliculés ou orodispersibles

Il s'administre en une prise le soir avant le coucher, a dose progressive:

— 5mg/j pendant un mois au moins (I'état d'équilibre est atteint en trois semaines environ)

— Adaptation posologique ultérieure en fonction des résultats cliniques jusqu'a 10mg/j dose
maximale recommandée.

Ses effets indésirables les plus fréquents sont des troubles digestifs tels des diarrhées, des nausées
des vomissements, des crampes musculaires, de la fatigue, des insomnies. Des cas d'agitation
nocturne et/ou de cauchemars ont été¢ décrits qui ameénent a proposer la prise du médicament le
matin. Ces effets surviennent majoritairement lors de la mise en place du traitement.(Dorosz, 2009)

3- Galantamine

Le bromhydrate de galantamine est un inhibiteur spécifique, compétitif et réversible de
I'acétylcholinestérase. Il potentialise ¢également l'action intrinséque de l'acétylcholine sur les
récepteurs nicotiniques. Toutes ces actions permettent une augmentation de l'activité du systéme
cholinergique donc une amélioration des fonctions cognitives.

Il a obtenu son AMM en octobre 2000 (dernier inhibiteur d'acétylcholinestérase mis sur le march¢)
sous le nom commercial de REMINYL® pour le laboratoire JANSSEN CILAG.(AFSSAPS, 2010)
(Theriaque, 2011c¢)

C'est un médicament soumis a prescription médicale restreinte :

- Prescription initiale annuelle réservée aux médecins spécialistes en neurologie, en psychiatrie, aux
médecins spécialistes titulaires du diplome d’études spécialisées complémentaires de gériatrie

et aux médecins spécialistes ou qualifiés en médecine générale titulaires de la capacité de
gérontologie.

- Médicaments soumis a une surveillance particuliére pendant le traitement (examen cardiologique
avec ECG préalable a l'instauration du traitement)

Comme le donépézil, la galantamine est prescrite pour les formes Iégeres a modérément séveres de
la maladie d'Alzheimer.

La galantamine se présente sous forme de comprimés 4,8 et 12 mg,de solution buvable a 4mg/ml et
sous forme de gélules a libération prolongée de 8,16 ou 24 mg (ces formes permettent une prise
unique le matin).

Son administration se fait en 2 prises matin et soir au cours des repas. L'instauration du traitement
se fait progressivement:

- 4mg 2 fois par jour pendant les quatre premicres semaines

- Puis 8mg 2 fois par jour pendant quatre semaines au minimum

- La posologie sera augmentée jusqu'a 12mg 2 fois par jour pour les patients « non répondeurs ».
(Comission de transparence de I'HAS, 2007)

Chez les patients insuffisants hépatiques modérés a sévéres, on débutera le traitement par 4 mg par
jour pendant une semaine puis 4 mg 2 fois par jour pendant un mois au minimum pour aller jusqu'a
8mg 2 fois par jour ( a ne pas dépasser).

La galantamine est formellement contre-indiquée lors d'insuffisances hépatique et rénale séveres.
Les effets indésirables les plus fréquents se manifestent surtout dans les premiéres semaines de
traitement par des troubles digestifs (nausées, vomissement, diarrhées, douleurs abdominales), des
dyspepsie, de l'anorexie, de la fatigue, des céphalées, des sensations vertigineuses ainsi que de la
somnolence.(Comission de transparence de I'HAS, 2007)(Dorosz, 2009)
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4- Rivastigmine

L'hydrogénotartrate de rivastigmine est un inhibiteur pseudo-irréversible de l'acétyl- et de la
butylcholinestérase. Elle facilite la neurotransmission cholinergique en ralentissant la dégradation
de l'acétylcholine. Chez les patients souffrant de la MA I'inhibition de 1'acétylcholinestérase dans le
LCR par la rivastigmine est dose-dépendante. L'inhibition des butyl et acétylcholinestérase par la
rivastigmine dans le LCR est équivalente.

Elle a obtenu son AMM en Juin 1999 sous le nom commercial d' EXELON® par le laboratoire
NOVARTIS PHARMA.

C'est un médicament soumis a prescription médicale restreinte:

- Prescription initiale annuelle réservée aux médecins spécialistes en neurologie, en psychiatrie, aux
médecins spécialistes titulaires du diplome d’études spécialisées complémentaires de gériatrie

et aux médecins spécialistes ou qualifiés en médecine générale titulaires de la capacité de
gérontologie.

- Médicaments soumis a une surveillance particuliére pendant le traitement (examen cardiologique
avec ECG préalable a l'instauration du traitement)

La rivastigmine est prescrite pour le traitement symptomatique des formes légeres a modérément
séveres de la maladie d'Alzheimer ainsi que pour le traitement symptomatique des formes légeres a
modérément séveres d'une démence chez les patients atteints de maladie de Parkinson idiopathique.
(AFSSAPS,2001)(Commission de transparence de 'HAS, 2007)

La rivastigmine se prend 2 fois par jour, le matin et le soir au moment du repas.

Elle se présente sous forme de gélule dosée a 1.5,3,4.5 et 6mg, de solution buvable a 2mg/ml.
La rivastigmine existe également sous forme de dispositif transdermique de 4,6 et 9,5 mg (AMM
fin 2007).

Par prise orale:
- L'instauration du traitement débute par 1,5 mg deux fois par jour.

- Si cette posologie est bien tolérée pendant au moins deux semaines de traitement, elle peut étre
augmentée a 3 mg deux fois par jour.

- On pourra augmenter la dose a 4,5 mg deux fois par jour puis a 6 mg deux fois par jour si la
tolérance est satisfaisante aprés deux semaines de traitement au minimum a chaque palier
posologique.

Si des effets indésirables surviennent (nausé€es, vomissements, douleurs abdominales, perte
d'appétit) ou une perte de poids au cours du traitement, ceux-ci peuvent régresser si l'on supprime
une ou plusieurs prises ou, en cas de persistance, si l'on revient temporairement a la posologie
quotidienne antérieure bien tolérée.

Dose d'entretien: la dose efficace est 3 4 6 mg deux fois par jour; Pour une efficacité thérapeutique
maximale, on maintient les patients a leur dose maximale tolérée. La dose maximale quotidienne

recommandée est de 6 mg deux fois par jour.(Dorosz, 2009)(Thériaque, 2011d)

Par Dispositif transdermique:

Le patch s'applique sur une peau saine, propre, seche et sans pilosité, sur le haut ou le bas du dos, le
haut du bras ou la poitrine (20 a 30 % plus de passage que sur I'abdomen ou la cuisse). On applique
un nouveau patch tous les jours apres retrait de 1'ancien.
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- Instauration avec un patch de 4,6 mg par jour pendant au moins 4 semaines
- Puis augmentation a un patch de 9,5 mg par jour.(Thériaque, 2011¢)

Le traitement durera aussi longtemps qu'il existe un bénéfice pour le patient, celui-ci doit étre
réévalué régulierement. Si le bénéfice n'est plus évident, I'arrét du traitement devra étre envisagé.

Les effets indésirables les plus fréquents outre ceux vus précédemment sont une asthénie, une
somnolence, une agitation ou encore une confusion.(AFSSAPS,2001)(Dorosz, 2009)

B)Antagoniste des récepteurs NMDA: Mémantine

Des preuves plus récentes ont montré I'implication du glutamate, neurotransmetteur excitant, dans
la physiopathologie de la maladie. A ce jour, la seule molécule utilisée intervenant dans le
mécanisme du glutamate dans le cadre de son action sur les troubles cognitifs reste la mémantine.
(Hansen et al., 2006)

La mémantine est un antagoniste non compétitif de faible affinité des récepteurs NMDA. Elle
bloque la toxicité neuronale due a une libération prolongée de glutamate sans empécher l'action
physiologique du glutamate dans ses fonctions d'apprentissage et de mémorisation.(Hansen et al.,
2006)

Elle a obtenu son AMM en Mai 2002 sous le nom déposé¢ d'EBIXA® par le laboratoire
LUNDBECK.

C'est un médicament soumis a prescription médicale restreinte :

- Prescription initiale annuelle réservée aux médecins spécialistes en neurologie, en psychiatrie, aux
médecins spécialistes titulaires du diplome d’études spécialisées complémentaires de gériatrie et
aux médecins spécialistes ou qualifiés en médecine générale titulaires de la capacité de
gérontologie.

- Médicaments soumis a une surveillance particuliére pendant le traitement (examen cardiologique
avec ECG préalable a l'instauration du traitement).(Theriaque, 2011f)

La mémantine est prescrite dans le traitement de la maladie d'Alzheimer dans ses formes modérées
a sévere (MMSE entre 3 et 15).

Elle est commercialisée sous forme de comprimés sécables de 10 et 20 mg et de solution buvable a
10mg/g.

L'administration se fait en deux prises matin et soir a jeun ou lors des repas avec une initialisation
progressive du traitement:

— 5 mg par jour en une prise pendant une semaine

— 10 mg par jour en une prise pendant la 2™ semaine

— 15 mg par jour pendant la 3°™® semaine

— Puis 20 mg par jour a adapter selon le rapport bénéfice/risque a partir de la 4°™ semaine

Pour le insuffisants rénaux modérés, on ne dépasse pas la dose de 10 mg par jour avant
réévaluation. Pour les insuffisants rénaux séveres la mémantine est contre-indiquée.(AFSSAPS,
2002)(Theriaque, 2011f)

Les effets indésirables majeurs de cette molécule ne sont pas d'ordre digestifs comme la classe
précédente. Ils se manifestent par des sensations vertigineuses, des insomnies, des céphalées, des
hallucinations, des vertiges, des confusions mentales ainsi que de la fatigue.(Dorosz, 2009)
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C)Efficacite des traitements existants
1- Efficacité individuelle

De nombreuses études ont été réalisées afin de déterminer I'efficacité des quatre molécules utilisées
dans le traitement de la maladie d'Alzheimer. A ce jour aucune d'entre elles n'est réellement
satisfaisante. L'efficacité globale des trois inhibiteurs de cholinestérases est équivalente.

- Le donépézil: des études sur 12,24 et 52 semaines ont été réalisées, leur résultats montrent que les
troubles cognitifs se voient statistiquement améliorés que ce soit pour des doses de 5 (24 semaines)
ou 10mg/j (24 et 52 semaines) par rapport au placebo. Les résultats des études montrent une légere
amélioration de 1'état clinique global (aprés examen par un médecin pour les études de 24 semaines)
pour les patients traités par le donépézil a des doses de 5 ou 10mg/j. Il a également été remarqué des
avantages concernant les activités de la vie quotidienne et sur le comportement mais non sur le
score « quality of life ».

Lors des études, il a été noté un nombre significatif de retraits de patients de la cohorte avant la fin
du traitement pour des doses de 10mg/j contrairement aux études a Smg/j ce qui a probablement
induit une surestimation des bénéfices du dosage a 10mg/j. Ceux-ci ne sont que légerement
supérieurs a ceux trouvés pour le dosage a Smg/j.

Quelle que soit la sévérité des atteintes (Alzheimer ou associées), les résultats trouvés sont
similaires.

Il a été noté plus d'effets indésirables chez les patients traités par le donépézil a 10mg/j comparés a
ceux traités par Smg/j. En effet en plus de l'anorexie, des diarrhées et des douleurs musculaires, il
apparait a double dose des symptomes de fatigue, nausées et de sensations vertigineuses.

En considérant la meilleure tolérance, I'efficacité comparable et le moindre colit du dosage a Smg,
celui-ci semble la meilleure option.(Birks & Harvey, 2009)(Commission de transparence de I'HAS,
2007)

- La galantamine: sur 8 études il a ét¢ montré que le traitement par galantamine, a tous les dosages
excepté a 8mg/j, améliorait ou n'influencait pas 1'état général des patients sans différence majeure
entre les groupes traités a une dose de 16 mg/j a 36 mg/j.

Le traitement permet ¢galement une diminution des troubles cognitifs a tous les dosages, cependant
l'effet reste moindre pour un dosage a 8 mg/j alors qu'il est comparable pour tous les dosages entre
16 et 36 mg/j.

Le comportement, l'activité quotidienne ainsi que la qualité de vie ont été mesurés dans une petite
quantit¢ d'études qui ont toutes montré un effet significatif du traitement que ce soit pour les
patients diagnostiqués Alzheimer ou possible Alzheimer.

Les effets indésirables répertoriés lors de ces études sont similaires a ceux provoqués par les autres
anticholinestérases et sont dose-dépendants.

La formulation a libération prolongée ne montre pas d'avantages, en ce qui concerne l'efficacité et
les effets indésirables, par rapport a la formulation classique.

Les bénéfices apportés par ce traitement dans le cas de MCI (mild cognitive impairment ou déclin
cognitif modéré) se montrent peu significatifs, en outre il est noté un exces inexpliqué du taux de
mortalité. Le traitement des MCI par cette molécule n'est donc pas recommandé. (Loy & Schneider,
2009)(Commission de transparence de I'HAS, 2007)

- La rivastigmine: L'utilisation de la rivastigmine a haute dose (6 a 12 mg/j) a été associée a des
bénéfices significatifs sur la diminution des troubles cognitifs et une amélioration des activités de la
vie quotidienne apres 26 semaines de traitement. A plus faible dose (4 mg/j ou moins) les résultats
ne sont significatifs que pour les troubles cognitifs.

Les effets indésirables tels des nausées, vomissements, diarrhées, anorexie, céphalées, syncope,
douleurs abdominales et sensations vertigineuses ont ¢té plus décrits dans les groupes de patients
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traités a haute dose de rivastigmine. Ceux-ci pourraient &tre moins fréquents grace a une prise
réguliére de dose plus faible.

De nouvelles études portant sur les dispositifs transdermiques montrent que I'efficacité des patchs
faiblement dosés (9,6 mg/j) est comparable avec la prise orale d'un dosage identique mais est
associé¢ a une diminution des effets secondaires. De méme l'efficacité des patchs fortement dosés
(17,4 mg/j) ne s'averent que faiblement plus efficaces que les dosages inférieurs et montrent des
effets indésirables comparables a ceux causés par une prise orale de rivastigmine.

Il apparait donc des avantages a utiliser les patch faiblement dosés par rapport au patch hautement
dosé ainsi qu'aux gélules (6-12 mg/j).(Birks & Harvey, 2009)(Commission de transparence de
I'HAS, 2007)

- La mémantine: Des études se déroulant sur six mois ont montré que la mémantine dosé a 20 mg/j
entraine une réduction cliniquement notable de la détérioration cognitive ainsi que fonctionnelle.
Pour les cas d'Alzheimer modérés a séveres, la prise de mémantine permet une amélioration de
I'humeur et du comportement ainsi qu'une diminution de l'agitation des patients.

Pour les cas légers a modérés d'Alzheimer, 'amélioration des troubles cognitifs est notable mais en
ce qui concerne I'humeur, le comportement les activités de la vie quotidienne, aucun résultat ne
montre de bénéfice.

La molécule est bien tolérée en général quel que soit le stade de la maladie, aucun effet majeur n'est
apparu en dehors de ceux également répertoriés pour le placebo.(McShane et al., 2009)

2- Comparaison

Pour les stades légers a modérés de la maladie d'Alzheimer: (Birks & Harvey, 2009)(Loy &
Schneider, 2009)(Birks& Harvey, 2009b)(McShane et al., 2009)

- Troubles cognitifs:

Les données recueillies sont toutes prises pour les études ayant duré 6mois. Pour I'évaluation des
troubles cognitifs nous avons répertorié les valeurs des échelles ADAS-cog et MMSE

ADAS-cog: Alzheimer’s Disease Assessment Scale (ADAS-Cog) (Rosen 1984). ADAS-Cog
comprend 11 tests individuels afin d'évaluer globalement les troubles cognitifs: capacité pour le
langage parlé (0-5), compréhension du langage parlé (0-5), rappel des instructions (0-5), difficulté a
retrouver les mots(0-5), obéissance a certains ordres (0-5), nommer des objets (0-5), dessin (0-5),
expression des idées (0-5), orientation (0-8), rappel de mots (0-10) et reconnaissance de mots (0-
12). Le score total va de 0-70 (le score maximum correspond a la détérioration majeure).
MMSE:Mini Mental State Examination (Folstein 1975) évalue les troubles cognitifs dans cinq
domaines: orientation, mémoire directe, attention et calcul, mémoire a long terme et parole. Le
score obtenu est entre 0 (sévere déclin) et 30 (normal).

MOLECULE SCORE ADAS-cog SCORE MMSE
vs. PLACEBO vs. PLACEBO
Donépézil S5Smg/j -2,02 1,44
Donépézil 10mg/j -2,81 1,45
Galantamine 8mg/j -1,7 -
Galantamine 16-32mg/j -3,23 -
Rivastigmine 1-4mg/j -0,84 0,43
Rivastigmine 6-12 mg/j -1,99 0,82
Mémantine 20mg/j -0,99 -
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- Effet selon 1'évaluation globale:

Les résultats ont tous été pris dans les études durant 6 mois. Toutes les études on utilisé 'échelle
CIBIC +: Clinician’s Interview-Based Impression of Change plus Caregiver Input (CIBIC-plus).
Cette échelle se base sur le procédé de 1'Alzheimer’s Disease Cooperative Study-Clinical Global
Impression of Change (ADCS-CGIC;Schneider 1997). Ce score permet de voir le changement entre
l'avant et l'aprés traitement Ils vont de 1 a 7, 4 ne représentant aucun changement, les scores
inférieurs a 4 indiquent une amélioration, les score au-dessus de 4 une dégradation. Ici les scores
ont été comparés a ceux obtenus pour les patients sous placebo.

MOLECULE SCORE CIBIC + vs. PLACEBO
Donépézil S5Smg/j 3,66
Donépézil 10mg/j 2,44
Galantamine 8mg/j 1,13
Galantamine 16-32mg/j 1,65
Rivastigmine 1-4mg/j 0,71
Rivastigmine 6-12 mg/j 0,66
M¢émantine 20mg/j 0,13

- Comportement:

Les résultats ont été pris dans des ¢études durant 6mois. L'échelle utilisée est 1'échelle NPI:
Neuropsychiatric Inventory (NPI; Cummings 1994). Cette échelle évalue dix items tels I'illusion,
les hallucinations, l'agitation/agression, la dépression, I'anxiété, l'allégresse/l'euphorie,
'apathie/l'indifférence, la désinhibition, 1'irritabilité/I'handicap ou encore le comportement physique
aberrant. Le score total de de 0 a 120, une évolution positive de score indique une dégradation.

MOLECULE SCORE NPI vs. PLACEBO

Donépézil S5Smg/j -

Donépézil 10mg/j -2,78
Galantamine 8mg/j Pas estimable
Galantamine 16-32mg/j -1,62
Rivastigmine 1-4mg/j -

Rivastigmine 6-12 mg/j -0,06

M¢émantine 20mg/j -0,25

- Activité de la vie quotidienne:

Les résultats ont été pris dans des études durant six mois, les échelles utilisées sont I'échelle ADCS-
ADL et DAD.

ADCS-ADL: Alzheimer’s Disease Cooperative Study-Activities of Daily Living (ADCS-ADL;
Galasko 1997). Cette échelle ADL a été spécifiquement créée pour la maladie d'Alzheimer les
résultats vont de 0 & 78, un score négatif indique une détérioration.

DAD: Disability Assessment for Dementia scale (DAD;Gelinas 1999). Cette échelle comporte 46
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items et permet d'estimer l'activité quotidienne basique ou instrumentale, les activités de loisir, la
planification et l'organisation. Les scores s'échelonnent de 0 a 100.

MOLECULE SCORE ADCS-ADL SCORE DAD
vs. PLACEBO vs. PLACEBO
Donépézil S5Smg/j - -
Donépézil 10mg/j 1,6 8
Galantamine 8mg/j 0,6 -
Galantamine 16-32mg/j 2,7 3,58
Rivastigmine 1-4mg/j - -
Rivastigmine 6-12 mg/j 1,8 -
Mémantine 20mg/j 0,2 -

Globalement, aucune de ces molécules ne se différencie largement. Les résultats obtenus sont assez
peu significatifs. Peu d'é¢tudes comparatives ont ¢été réalisées entre les différents
anticholinestérasiques et ne permettent donc pas de conclure a une supériorité de I'une ou l'autre de
ces molécules. Aucune étude comparative n'a ét¢ conduite comparant la mémantine a l'un des
anticholinestérasique.

Pour les stades modérés a sévéres de la maladie d'Alzheimer:(McShane et al., 2009)
La mémantine est le seul traitement actuel a avoir I'AMM pour ces stades de la maladie. Le tableau
ci-dessous reprend les différents scores obtenus pour la mémantine aprés 6 mois de traitement:

ECHELLE MEMANTINE 20mg/j vs. PLACEBO
Evaluation globale: CIBIC+ 0,28
Vie quotidienne: ADCS-ADL 1,27
Comportement: NPI 2,76
Fonction cognitive: SIB 2,97

Pour évaluer les troubles cognitifs lors des stades séveres, une autre échelle a été utilisée, 1'échelle
SIB: Severe Impairment Battery (SIB) (Schmitt 1997) qui évalue les performances cognitives dans
les stades avancés de la maladie d'Alzheimer. Elle comprend 51 items qui jugent les capacités de
contact social, de mémorisation, de langage, habilitée visio-spatiale, de concentration, de praxis et
de construction. Les scores vont de 0 a 100 (0 étant le plus grand déclin)

Ces résultats montrent que la mémantine a un effet statistiquement significatif sur les quatre criteres
évalués pour les patients des stades modérés a séveres.
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3- Bithérapie

Une étude a été réalisée pendant six mois afin de comparer l'efficacité et la tolérance de la
mémantine a celles d'un placebo chez 385 patients ayant une forme légere a modérée de la maladie
d'Alzheimer et étant traités par un inhibiteur d'acétylcholinestérases.

Apres 24 semaines, aucune différence n'a €té mise en évidence entre les groupes suivant une
bithérapie et ceux n'étant traités que par un inhibiteur d'acétylcholinestérase que ce soit sur les
troubles cognitifs, 1'évaluation globale, la vie quotidienne ou encore le comportement.

Il n'est donc pas établi qu'une bithérapie associant la mémantine a un IAChe aux stades légers a
modérés soit efficace. Cependant ces résultats ne prennent en compte qu'une seule étude.

Une autre étude a été réalisée pour des patients aux stades modérés a séveres mais comme pour
I'étude précédente,aucune différence n'a ét€é remarquée entre une association mémantine/[AChe et
mémantine seule.

Aucune recommandation n'a donc été faite. (AFSSAPS, 2002)(Commission de transparence de
I'HAS, 2007)

4- Thérapeutique actuelle et EROs

Une étude a été réalisée sur la galantamine en 2009 Elle a permis de dire que la galantamine pouvait
agir comme anti-oxydant dans les neurones exposés au peptide AP et donc offrait une
neuroprotection. Il apparait donc que la galantamine pourrait retarder la formation d'agrégats de
peptide amyloide. Dans cette étude, la galantamine prévenait la formation d'EROs et donc les

dommages oxydatifs neuronaux tels que la peroxydation lipidique et le déclin des défenses anti-
oxydantes.(Melo et al., 2009)
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D)Recherche actuelle

La maladie d'Alzheimer touchant toujours plus de personnes, les laboratoires recherchent
activement des molécules pouvant bloquer I'évolution de la pathologie a tous les niveaux de son

avancée.

Voici, sous forme de tableau un récapitulatif des molécules sous investigation qui sont arrivées en
Phase II ou III.(Fan & Chiu, 2010)(Alzheimer research forum, 2011)(Clinical trials, 2011).

Etape

Peptide AP

Peptide Tau

Diminuant la
cytotoxicité

Augmentant le
processus cognitif

Molécule

LY 450139
ou semagacestat
BMS 708163
Bapineuzumab
Solanezumab

Ponezumab
AN 1792

CAD 106
Gammagard

Tramiprosate
PBT2
ELNDO005
PF 0449700
Lithium

Bleu de méthyléne

Vitamine E
Curcumin
Etanercept (antagoniste
TNF-a)

DHA ou acide gras ®3

Simvastatine

Lovastatine et
pravastatine

Varnicline ou
champix®

Mécanisme d'action

Inhibe la y-sécrétase

Immunisation passive:
Ac monoclonal se
liant aux peptide AP

Immunisation active:
Peptide AB ou fragment
injecté a I'nomme

Immunoglobuline
intraveineuse

Antiaggrégants A}
Chélateurs de métaux

Antagoniste RAGE
Inhibiteur de GSK-3

Dissolution des
neurofilaments

Antioxydants

Anti-inflammatoires

Régulation du
métabolisme lipidique

HMG-coA réductase

Stimule la voie
cholinergique

100

Phase d'essai

II-arrét
déclin vs. Placebo et risque
de cancer de la peau

I

I

I

II-échec
cas de encéphalites
méningées
1|
11T

III-échec
II
/111
II
11

I

I
II

I

I
T/
I

I




Etape Molécule Mécanisme d'action Phase d'essai
RO 5313534 ’Agonlste .sele'ct‘lf du I
récepteur nicotiniquea’/
EVP-6124 I
AZD-1446 Actn./ate}lr. du récepteur 1
nicotinique a4f2
SB-74257 Régule la sérotonine: II
antagoniste du
récepteur SHT-6
SAM 531, Lu AE58054] Régule la sérotonine 11|
Agoniste partiel du

PRX-03140 récepteur SHT4 1
CERE-110 Nerve growth factor I

Cerebrolysine ou .
T-817MA neurotrophique 1T
ST-101.PF 04447943 Restaure le potentiel a I

long terme

Insuline aspart en Augmente ['utilité de I

intranasal l'insuline
Rosiglitazone Agoniste PPAR 11X
Divers Raloxifene Régulation hormonale 1T
Nicotimide Vitamine B II
Dimebon antihistaminique I

E) Les anti-oxydants

Usage thérapeutique des antioxydants

L'hypothese d'une possible thérapeutique utilisant des scavengers de radicaux libres et des
antioxydants a été testée avec des résultats satisfaisants que ce soit expérimentalement ou
cliniquement. Beaucoup d'études expérimentales montrent que les scavengers de radicaux libres
inhibent l'effet toxique des B-amyloides ou de I'anion superoxyde sur des cultures cellulaires et
cultures de cellules de I'hippocampe. Plusieurs études précliniques ont été achevées et publiées.
Crapper McLachlan et al. montrérent que I'administration sur une période de 2 ans d'agents
chélateurs de fer, la desferrioxamine, ralentissait le développement clinique de la pathologie.

11 était espéré que les effets chélateurs pourraient inhiber la peroxydation lipidique dépendante du
fer qui joue un role dans 1'étiologie de la MA. Trois scavengers de radicaux libres ont également été
testés. La vitamine E et la sélégiline n'ont pas montré d'amélioration dans les tests cognitifs mais
des délais d'apparition de ces différents éléments: mort, institutionnalisation, perte des capacités de
réaliser les activités quotidiennes et démence sévére.

Ces résultats sont la preuve que les antioxydants sont capables de ralentir le processus
pathogénique. L'extrait de ginkgo biloba a été étudié dans des ¢tudes cliniques en Allemagne et aux
Etats-Unis. Ces études concluent qu'il a un effet positif sur les capacités cognitives. Cependant
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l'extrait de ginkgo biloba a d'autres effets que son action de scavenger, parmi eux un effet protecteur
sur les neurorécepteurs des sujets agés, un effet inhibiteur de la monoamine oxydase.

Les AINS ont également montré leur intérét, ils agissent principalement en agissant sur les cox et
inhibent la synthése de prostaglandines ou diminuent l'excitotoxicité liée au glutamate en réduisant
la production de EROs. L'effet bénéfique des cestrogénes dans la MA peut étre partiellement
attribué a une activité¢ anti-oxydante. Behl et al. ont montré que le 17B-cestradiol protégeait les
neuroblastomes contre le stress oxydatif, et Goodman et al. que le 17B-cestradiol et I'cestriol
supprimaient l'oxydation membranaire dans les neurones de I'hippocampe induits par les -
amyloides.

Nutrition et maladie d'Alzheimer

Méme si les scavengers de radicaux libres sont connus pour avoir un effet bénéfique quand ils sont
pris a petites doses, en traitement préventif, l'influence des scavengers dans la nourriture reste
difficile a prouver. Beaucoup de scavengers de radicaux libres sont présents dans les aliments,
principalement dans les fruits et végétaux (caroténoides et flavonoides).

La consommation réguliere de ces substances nutritives peut avoir des effets bénéfiques. Quelques
résultats préliminaires ont montré que les régimes riches en antioxydants ( extraits de fraise,
¢épinards, extraits de myrtilles) préviennent les effets délétéres du stress oxydatif sur le signal de
transduction et du Nerve Growth Factor dans les rats. Des améliorations cognitives ont été associées
avec de faibles prises de vitamine C. Les fruits et végétaux pourraient également avoir des effets
protecteurs contre les arréts cardiaques et les démences vasculaires. (Christen, 2000)

Entre 1994 et 2002, I'étude randomisée SUVIMAX (Supplémentation en Vitamines et Minéraux
Anti-oxydants) réalisée en double aveugle a suivi 13017 adultes frangais, homme et femme, qui
quotidiennement ont pris une gélule contenant une association d'acide ascorbique, de sélénium, de
vitamine E et de B-caroténe ou un placebo. Les résultats de cette ¢tude ne montrent pas de réelle
différence dans l'incidence des maladies cardiovasculaires ischémiques. Cependant, chez les
hommes, il a été observé un effet de la supplémentation en antioxydants sur l'incidence des cancers
et de la mortalité.(Hercberg et al., 2004)

Il serait utile de réaliser une étude comparable dans le domaine de la MA, suivi par un diagnostic
précis utilisant les biomarqueurs et une caractérisation de la capacité totale antioxydante par le test
PATROL par exemple, qui ne nécessite qu'un échantillon sanguin restreint.

Prévention par les antioxydants

L'usage des antioxydants naturels:

- Vitamine E: ralentit la progression de la MA .

Vitamine E et vitamine C sont associées a une prévalence et une incidence diminuées de la MA..
Mais le manque de spécificité envers les mitochondries neuronales, ou la production de EROs est la
plus significative, demande de 1'amélioration

-Coenzyme Q10, qui fait partie de la chaine de transport des électrons, a un effet protecteur vis a vis
du stress oxydatif. Il permet une atténuation du dysfonctionnement mitochondrial et du dommage
oxydatif. Mais son action dépend entierement du bon fonctionnement de la chaine de transport des
¢lectrons et malgré l'atténuation apparente du dommage oxydatif envers les protéines, les taux de
protéines dans les tissus du cerveau et mitochondriaux n'ont pas étés augmentés. Cette impossibilité
de pénétration dans le systéme nerveux, indique que le CoQ10 est incapable de passer la barriére
hémato-encéphalique afin de protéger directement les neurones.
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Les ¢études se portent donc sur des dérivés plus solubles de CoQ10 afin de passer la BHE et qui ne
requicrent pas le fonctionnement de la chaine de transport des €lectrons. Un de ces dérivés est le
MitoQ, qui présente deux avantages:

1) Il s'accumule dans les mitochondries neuronales.
2) 11 agit sans le fonctionnement de la chaine de transport d'électrons.

Par exemple, apres déplétion systémique de glutathion, le MitoQ bloque la génération de EROs,
protege les protéines mitochondriales, préserve l'intégrité des structures mitochondriales et bloque
la mort cellulaire. Cette molécule est actuellement en Phase II.

Deux autres antioxydants mitochondriaux sont a 1'étude: l'acétyl-L-carnitine et l'acide lipoique.
Dans de récents rapports, ces agents réduisent le stress oxydatif et les anormalités mitochondriales
dans les cellules parenchymateuses de rats et restaurent leur fonctions cognitives.

Il a également été noté une diminution des dommages sur les mitochondries de 1'hippocampe: les
cellules neuronales montrent moins de mitochondries géantes par rapport aux témoins, les
mitochondries traités ne possedent pas d'anormalités structurales et apparaissent sans
dommages(Bonda et al., 2010)

Des ¢études de cohortes ont démontré que des prises alimentaires réduits de DHA sont associées a
des déclins cognitifs accélérés ainsi qu'au développement de certaines démences comme la MA. La
DHA est le principal acide gras ®-3 dans le cerveau. Les taux de DHA dans I'hippocampe sont
directement liés a la prise alimentaire et des concentrations élevées augmentent l'apprentissage
dépendant de 1'hippocampe.(Jicha & Markesbery, 2010)

Le systéme nerveux est riche en acide gras insaturés et fer. Le taux élevé de lipides dans les tissus
nerveux, associ¢ a la forte activité métabolique aérobie, le rend particuliérement sensible aux
dommages oxydatifs. Le taux ¢€levé de fer est essentiel, surtout lors du développement du cerveau,
mais sa présence indique également que les dommages des cellules du cerveau entraine une
libération de fer sous forme ionique entrainant par la suite du stress oxydatif. De plus, les régions
riches en catécholamines sont trés vulnérables a la génération de radicaux libres. Les
catécholamines peuvent spontanément s'auto-oxyder en radicaux libres ou peuvent é&tre
métabolisées en radicaux par les enzymes endogenes telles les MAO. De nombreuses études ont
montré que les antioxydants, endogenes et alimentaires, peuvent protéger le tissus nerveux des
dommages dus au stress oxydatif. L'acide urique, un anti-oxydant endogene, prévient les dommages
neuronaux chez des rats, in vivo et in vitro, dus au stress métabolique suite a des ischémies, stress
oxydatif ainsi qu'aux expositions aux acides aminés excitateurs.

La vitamine E prévient de l'apoptose les neurones de rats sujets a I'hypoxie/reperfusion et protege
les neurones des espéces réactives de 1'azote.(Singh et al., 2004)

L'implication des radicaux libres dans la pathogénie de la MA est largement accepté a ce jour pour
les raisons suivantes:

— Les neurones sont particuliérement sensibles aux radicaux libres.

— Le vieillissement est le risque principal de la MA. Il est lui-méme li¢ a l'accumulation des
attaques de radicaux libres.

— L'examen des cerveaux de patients souffrant de la MA montrent des signes d'attaque de radicaux
libres, c'est a dire des dommages sur I'ADN mitochondrial et nucléaire, oxydation protéique,
peroxydation lipidique et AGEs.

— Des traces de substances ont été trouvées dans le cerveau des patients souffrant de la MA
indiquant la présence de métaux (fer, cuivre, zinc, aluminium) capables de catalyser les réactions
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produisant des radicaux libres.

— Les scavengers de radicaux libres réduisent la toxicité de la B-amyloide

— B-amyloide est sensible aux actions des radicaux libres, contribuant a I'agrégation et a la
production de peptides sous leurs formes libres radicalaires.

— L'ApoE est sujette aux attaques des radicaux libres et une corrélation existe entre la peroxydation
de I'ApoE et la MA, il peut également agir comme un scavenger de radicaux libres dépendant de
l'isoforme. Le statut oxydatif du cerveau est li¢ au génotype de 1'ApoE.

— La MA est liée aux anomalies mitochondriales, particulierement pour la cytochrome-c oxydase, et
ces anomalies peuvent expliquer la production anormale de radicaux libres.

— L'utilisation de plusieurs scavengers a eu des résultats thérapeutiques positifs, de méme pour
l'utilisation d'AINS, cestrogenes et chélateurs de fer.

Ces preuves montrent clairement 1'implication des radicaux libres et EROs dans la MA.(Christen,
2000)
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Conclusion

D'apres la littérature actuelle, on peut affirmer que le stress oxydatif participe au déclenchement du
processus pathogénique de la maladie d'Alzheimer mais en est également une conséquence. Il
s'instaure donc un cercle vicieux entre la production d'espéces oxydantes et les formations
caractéristiques de la pathologie, les plaques amyloides ainsi que les dégénérescences
neurofibrillaires.

Les molécules anti-oxydantes actuelles sont encore a 1'étude pour leur efficacité et leur utilité¢ dans
le panel thérapeutique dans la MA.

Le test PATROL permet d'ailleurs de distinguer les molécules permettant une réelle augmentation
de la capacité anti-oxydante totale d'un individu (ex: le curcumin), de ceux qui n'ont qu'un effet
minime.

Nous vendons aujourd'hui, au sein de nos officines, quantit¢ de compléments alimentaires ayant
plus ou moins 1'appellation d'antioxydants. La publicité nous assomme également de ces produits
anti-oxydants. Il serait nécessaire de faire un tri afin de pouvoir conseiller au mieux les
compléments alimentaires selon les individus et leur mode de vie. Il ne faut pas oublier qu'un
surplus d'anti-oxydants peut induire une augmentation de 1'oxydation.

La MA reste encore a ce jour une pathologie complexe et multifactorielle mais jouer sur le facteur
stress oxydatif permettrait de retarder I'apparition des symptomes et donc amliorer la qualité de vie
de nos patients. Un meilleur équilibre entre oxydants et anti-oxydants est donc nécessaire, mais
celui-ci est individu-indépendant d'ou l'intérét d'une analyse individuelle de la capacité anti-
oxydante et une adaptation de leur supplémentation a l'avenir.
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Annexes

Tablke 1 Total population cwer B0, crude estimated prevalence of dementia (20100, estinmated numberof people with
dernentia (2010, 2030 and 2050 a nd proportionate increases 20010-2030 and 20010-2050) by GBD workd region
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Annexe 1: Estimation de la population totale des personnes dgées de plus de 60 ans
souffrant de démences par région.
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Figure 2 Estimated prevalence of dementia for those aged Figure 3 The growth in numbers of people with dementia in
60 and over, standardised to Western Europe population, by high income countries and low and middle income countries
GBD region (%)
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Annexe 2: fig 2: Estimation de la prévalence des personnes dgées de plus de 60 ans souffrant de
démences en europe occidentale. Fig 3: l'augmentation de la population souffrant de démences
dans les pays développés (high income) et ceux en voie de développement (low and middle income).

Year
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Mini-Mental State (MMS)

Version consensuelle du GRECO, 1998

Date: .. NOM : Prénom :
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 que vous pouvez CoterOou 1

Orientation dans le temps [ En quelle année sommes-nous ?... (|
"Quelle est la date complete d'aujourd’hui ?" En quelle saison ?. [

Si la réponse est incorrecte ou incompléte, [E8 En quel mois ? ]

posez les questions restées sans réponse, dans I'ordre suivant ; & Quel jour du mois ?.. ]

E Quel jour de la semaine ? [
RIENTATIC - jste =y o)

Orientation dans I'espace B# Quel est le nom de I'hépital (de I'établissement, du cabinet) ot nous sommes ? |

"Je vais vous poser maintenant quelques Dans quelle ville se trouve-t-il ? ]
questions sur I'endroit ot nous Quel est le nom du départerpent dans .quugl est située cette ville ?... ]
nous trouvons" El Dans quelle province ou région administrative est situé ce département [

A quel étage sommes-nous ? (|
| ORIENTATION DANS LESPAC ponse juste — maxii ;

"Je vais vous dire trois mots. Cigare (]
Je voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez i} Fleur (]
de les retenir, car je vous les redemanderai tout a I'heure” Porte (]

"Répétez les trois mots" (ou citron, cl¢, ballon)

APPRENTISSAGE * (1 point par mot 1épété cortectement - maximum.: 3 points). ' L

"Voulez-vous compter a partir de 100 en retirant 7 & chaque fois" 93 %

86
i3 79. (|
72.. (|

Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont obtenu le maximum B 65 . [

de points, demander : "Voulez-vous épeler le mot MONDE a I'envers"

Le score correspond au nombre de lettres dans la bonne position, mais ce chiffre ne doit pas figurer dans le score global

ATTENTION * (7 point par soustraction exacte — maximum : 5 points) -

"Pouvez-vous me dire quels étaient les trois mots Cigare (]
que je vous ai demandeés de répéter et de retenir tout a I'heure ?" B} Fleur [
¥4l Porte [

Montrer un crayon. "Quel est le nom de cet objet " (1 point si la réponse est bonne) [
Montrer une montre. "Quel est le nom de cet objet ?" (1 point si la réponse est bonne) [
"Ecoutez bien et répéter aprés moi : pas de mais, de si, ni de et" (1 point seulement si la répétition est parfaitement correcte)....... [

Poser une feuille de papier blanc sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant :
"Ecoutez bien, et faites ce que je vais vous dire”:
“Prenez cette feuille de papier avec la main droite” (1 point si consigne exécutée)

“u_
Pliez-le en deux” (1 point si consigne exécutée) _

Tendre une feuille de papier sur laquelle estécrit en gros caractéres "FERMEZ LES YEUX" et dire au sujet :
"Faites ce qui est écrit"..

Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo en disant :
“Voulez-vous m‘écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase entiére.“ (1 point si au moins un sujet et un verbe)

(|

(-

"Et jetez-la par-terre” (1 point si consigne exécutée)... (]
—J

(|

Cette phrase doit étre écrite spontanément. Elle doit contenir un sujet, un verbe et avoir un sens

Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander : "Voulez-vous recopier ce d

* (1 point si tous les angl,

Annexe 3: Mini Mental State
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Annexe 4: Test de | 'horloge
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Le test de I’horloge

Troubles attentionnels Maladie d Alzheimer

Medecinews - 2007

Annexe 5: Résultat du test de I'horloge chez un patient souffrant de MA (droite).
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uestionnaire IADL

4

I Capacité a utiliser le téléphone :
Je me sers du téléphone de ma propre initiative, cherche et compose les numéros, efc.......... O

Je compose un petit nombre de numéros bien connus
Je réponds au téléphone mais n’apPelle Pas..........ovevuuieiiiiiiiniiiiii
Je suis incapable d’utiliser le tElEPRONE. .........uuuuieeeeeiiiiiiiii e

rFaire les courses :

Je fais toutes mes courses de fagon indépendante.............ooeveiiniiiiiiiii |
Je fais seulement les petits achats tout SEUl.............oouiveeiiiiniiiiiini |
J’ai besoin d’étre accompagné, quelle que 80it 1a COUTSE......e.uuveiiiriiniiiiiiiini O
Je suis totalement incapable de faire 16s COUISES. ........uvvvunieriniiiiniiiiiiin O

| Préparation des repas :

Je prévois, prépare et sers des repas de fagon indépendante
Je les prépare si on me fournit les ingrédients. ............ooeeeeeiiiiiiiiiinini
Je suis incapable de réchauffer des plats déja préparés.....................

J’ai besoin qu’on me prépare et SEIVe 168 TEPAS. ....vvvvuurerurtriuieiiiiiii

ﬁntretien de la maison :

Pentretiens la maison seul ou avec une aide occasionnelle, par exemple pour les gros travaux [

Je ne fais que les petits travaux d’entretien quotidiens (vaisselle, lit, petit bricolage, etc)....... O
Je fais les petits travaux mais sans parvenir & garder un niveau de propreté suffisant............ O
T’ai besoin d’aide pour toutes les tiches d’entretien de la maison..............cccoevieieiiiniini O
Je ne peux pas participer du tout & I’entretien de la maison.............ooeuiiiiniiiiiii O

rLessive :

Je fais toute ma lessive personnelle ou la porte moi-méme au pressing...........oeeveveeuneeennn. O

Je lave les petites affaires. ... ....ccouuiiuniiiiiiiiiie i O

Toute la lessive doit étre faite par d’autres PErSONNES........cuvvivueuiieiiinieniinieaneeines O
| Moyen de transport :

Je peux voyager seul et de fagon indépendante (par les transports en commun ou avec ma propre

Je peux prendre les transports en commun si j€ SUiS aCCOMPAZNE......vvvunernneerenrernneinnnens
Transport limité au taxi ou & la voiture en étant acCOMPAGNE. .......evvunerreririinieriineinneennn.
Je ne me déplace pas AU tOUL. ........oeuuiiniiuniiniiiiii e

Responsabilité pour la prise des médicaments :

Je m’occupe moi-méme de la prise : dosage et horaire............oooeviiniiiniii O

Je peux les prendre moi-méme, s’ils sont préparés et dosés a ’avance...............cceviennnin O

Je suis incapable de les prendre mMOi-MEME.........evvuiiuiinriiieiiriieei e O

| Capacité a gérer son budget : 4‘

Je suis totalement autonome (gérer le budget, faire des chéques, payer les factures, etc)......... ]

Je me débrouille pour les dépenses au jour le jour mais j’ai besoin d’aide pour gérer mon budget a plus
long terme (pour planifier les grosses dEPenSes)........uvevuuriuunnriiinriiinieiiieeiee O

Je suis incapable de gérer I’argent nécessaire & payer mes dépenses au jour le jour............... O-

I Score total

IM-XXX-V1 2008

Annexe 6: Questionnaire IADL
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uestionnaire ADL

Toilette (lavabo, bain, douche) :

Besoin d’aucune aide O 1
Besoin d’aide pour une partie du corps (dos ou jambes) o 12
Besoin d’aide pour la toilette de plusieurs parties du corps ou toilette impossible--------------—--[1 0

Habillage (prend ses vétements dans 1’armoire ou les tiroirs, sous-vétements et vétements d’extérieurs
compris ; utilise boutons et fermeture éclair) :

Besoin d’aucune aide O 1
Besoin d’une aide uniquement pour lacer ses chaussures 0o 12
Besoin d’aide pour prendre ses vétements ou s’habiller ou rester partiellement ou complétement

déshabillé o o

Aller aux WC (pour uriner ou déféquer, s’essuyer et se rhabiller) :

Besoin d’aucune aide (aide possible pour se rendre aux WC : canne, fauteuil roulant, ..., utilise lui-

méme le bassin) O 1
Besoin d’une aide 0o 122
Ne va pas aux WC ou n’utilise pas le bassin: O 0

Locomotion :

Besoin d’aucune aide pour entrer et sortir du lit, s’asseoir ou se lever d’une chaise (peut utiliser un

support comme une canne ou un déambulateur) O 1
Besoin d’une aide O 12
Ne quitte pas le lit o o

Continence :

Controdle complet des urines et des selles O 1
Accidents occasionnels O 122
Incontinence totale, nécessité de sondage ou de surveillance permanente O 0

Alimentation :

Besoin d’aucune aide 0O 1
Besoin d’aide pour couper la viande ou beurrer le pain O 12
Besoin d’aide compleéte ou alimentation artificielle O 0

IM-XXX-V1 2008

Annexe 7: Questionnaire ADL
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Titre de 1a these : Maladie d'Alzheimer, diagnostique et thérapeutique:
implication du stress oxydatif

Résumdé de la thése : La maladie d'Alzheimer est une démence multifactorielle dont les
origines sont encore incertaines. Notre société vieillissante voit en elle
1'un de ses pires avenirs. La thérapeutique actuelle ne contre en aucune
facon son évolution d'oun un élargissement du panel de molécules testées,
parmi lesquelles on trouve des molécules anti-oxydantes. Que sont elles?
Pourquoi agiraient elles? Quel est le role du stress oxydatif dans le
développement de cette pathologie?

Nous allons donc définir ici ce que nous savons de la maladie
d'Alzheimer, du stress oxydatif, de leur relation et de ce que nous
pourrions en tirer a l'avenir.

MOTS CLES
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L'OXYGENE, ANTIOXYDANTS, TEST PATROL.
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