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Roles des cytokines Thl et de la NO Synthase (NOS2) dans les désordres
immunitaires associés a la maladie d’Alzheimer et mise au point d’un
biomarqueur pathogénique.

Résumé :

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative aux multiples facettes,
entrainant la perte progressive et irréversible des fonctions mentales. Elle se présente sous forme
de troubles de la mémoire et du comportement, évoluant progressivement vers une démence. Elle
se caractérise par trois phases selon I’évolution et la sevérite des symptomes. Cette pathologie est
associée a un désordre immunitaire qui se manifeste par une élévation significative des cytokines
pro inflammatoires et par la production accrue des radicaux libres tel que le monoxyde d’azote.
Le monoxyde d’azote présente une neurotoxicité essentiellement due a sa capacité a réagir avec
I'anion superoxyde pour former le peroxynitrite, responsable de la mort neuronale.
L activité cholinestérase sérique est impliquée dans le processus neurodégénératif vu son role
dans le déficit cholinergique entrainant une perte irréversible de la mémoire.

Les objectifs de notre travail portent sur le réle des cytokines Thl et du monoxyde
d’azote dans les désordres immunitaires associés a I’évolution de la pathologie en vue de cibler
un biomarqueur de pathogénie. Cette étude est réalisée sur les patients Algériens atteints
d’Alzheimer.

Nos résultats suggerent que I’inflammation périphérique est une composante active au
niveau cérébral se caractérisant notamment par une augmentation accrue de I’expression de
I’IFN-y, dont I’action est potentialisée par le TNF—a. en particulier dans la phase précoce de la
maladie. La phase intermédiaire caractérisée par un état pseudo-stationnaire caractérisée par
une induction significative de I'IL13. Le processus inflammatoire est associé a un déficit
cholinergique responsable des troubles de mémoire.

Les systemes de régulation cytokinique sont en étroite relation avec la production
substantielle du NO particulierement a la phase initiale et finale. Ces mécanismes seraient
engagés dans les effets déléteres tissulaires et cellulaires occasionnés dans le systeme nerveux
central caractérisant cette pathologie. Il apparait selon nos résultats que la production du NO,
sous I’action de NOS inductible (NOS2) par les cytokines Thl est hautement impliquée dans
les mécanismes de pathogenese et I’évolution de la maladie d” Alzheimer.

A travers ces résultats préliminaires, le monoxyde d’azote, I'l[FN-y et [I’activité
Butyrylcholinestérase apparaissent des candidats de choix comme bio marqueur dans le suivi et
la surveillance des patients.

Mots clés: Alzheimer, Monoxyde d’azote, NOSynthase, Butyrylcholinesterase, Démence,
Neurodégénérative, Autoimmune, Cytokines.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

4-HNE: 4-hydroxynonenal.

AChE: Acetylcholinestérase.

AD: Alzheimer Disease.

AMPA: a-Amino-3-hydroxy-5-M éthyli soazol -4-Propionate.
ANAE: o-Naphtyl Acétate Estérase.
ApoE: Apolipoprotéine E.

APP: Amyloid Protein Precursor.

APB: Amyloide beta.

BChE : Butyrylcholinestérase.

BH4 : Térahydrobioptérine.

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique.
CaM : Camoduline.

cNOS: NO Synthase constitutive.

CO: Cytochrome Oxydase.

CPA: Cdlule presentatrice d antigene.
CSF: Colony Stimulatory Factor.
DHEA: Déhydroépiandrostérone.

DNF: Dégénérescence Neurofibrillaire.
DTNB: 5-5-Dithiobis-[2 Nitrobenzoat€].
eNOS: NO Synthase endothelial.

Foxp3: Forkhead box protein P3.

IFN: Interféron.

1g: Immunoglobuline.

IL: Interleukine.

Iso OMPA: Tétrai sopropyl pyrophosphamide.
LCR: Liquide Céphalorachidien.

MA: Maladie d’ Alzheimer.



Liste des abréviations

NF «B: Nuclear Factor «B.

NKT: Natural Killer T.

NMDA: N-Methyl-D-Aspartate.

NMDAR: N-Methyl-D-Aspartate Receptor.

NO: Monoxyde d’ azote.

NOHA: N- Hydroxy-L-Arginine.

NOS2/iNOS: NO Synthaseinductible (2).
PBMC:Peripheral Blood Mononuclear Cell (Les cellules mononucl ées du sang périphérique).
PBS: Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate).
PHF: Paired Helical Filaments (les paires de filaments appariés en hélice).
PS: Préséniline.

ROR: Retinoid-related Orphan Receptor.

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium.

SDS: Sodium Dodécylsulfate.

SNC: Systéme Nerveux Central.

SVF: Sérum de Veau Fodal.

STAT: Signa Transducer and Activator of Transcription.
T reg: Lymphocyte T régulateur.

Tau: Tubulin associated unit.

TCR: T Cell Receptor.

TGF: Tumor Growth Factor.

Th: Lymphocyte T helper.

TLR: Tall-Like Receptor.

TNF: Tumor Necrosis Factor.

UPS: Ubiquitine Protéasome System.
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INTRODUCTION

I ntroduction:

La maladie d’ Alzheimer est une maladie neurodégénérative entrainant la perte progressive et
irréversible des fonctions mentales. Elle se présente sous forme de troubles de la mémoire et
du comportement, évoluant progressivement vers une démence. Elle se caractérise par trois
phases sdon |’ évolution et la sévérité des symptémes. Si les |ésions se dével oppent assez t6t
danslavie, la maladie s exprime tardivement.

Cette maladie, dont le facteur de risque majeur et |'age, est tres invalidante et son poids
socio-économique va s alourdir davantage. Au fur et & mesure de I’ évolution de la maladie,
on portera un diagnostic de « maladie d' Alzheimer possble », puis « maladie d’ Alzheimer
probable » en fonction des examens cliniques bien spécifiques. Ces examens montrent qu’il y
a environ 15 % dereurs de diagnogtic clinique dans les meilleurs centres hospitalo-
universitaires (Delacourte, 2000).

Le progrés accomplis depuis une quinzaine d année ont radicalement modifié la perception de
la maladie d’ Alzheimer. Un des enjeux majeurs de la recherche sur la maladie d’ Alzheimer
concerne la découverte de biomarqueurs prédictifs de la survenue de la maladie fiables et
permettant de faire le diagnostic le plus précoce possble, avant la perte d autonomie qui
définit le stade de démence.

La nature neurodégénérative de la maladie d'Alzheimer se traduit par des lésions
histopathologiques bien précises qui sont les plagues séniles e les dégénérescences
neurofibrillaires. Unetroisiéme |ésion caractéristique et I'atrophie corticale (Zékri, 1999).

Le processus neurodégénératif est associé a une réponse inflammatoire caractérisée par la
production des meédiateurs. Cytokines, complément, radicaux libres en particulier, le
monoxyde d’ Azote. Tous ces é éments sont impliqués dans la mort neuronale (Griffin et al,
1998 ; Griffin, 2000).

Le monoxyde d azote (NO) est un biomédiateur a la fois smple e complexe. Simple, puisque
c'est un gaz qui al’'éat dissous, peut aisément franchir les membranes biologiques et diffuser
librement d’une cellule a I’autre. |1 congtitue ainsi le messager paracrine idéal. Complexe, le NO
I’est sOrement puisque son éectron célibataire en fait un radical extrémement réactif (Stamler,
2001, Touil-Boukoffa et al, 1998). Il est aussi complexe par I’ ubiquité de ses effets puisgu’il
peut étre impliqué dans différents processus tel's que dans les réponses immuno-inflammatoires
(Dugas et al., 1995 ; Moncada et Higgs, 1995 ; Touil-Boukoffa et al, 1998). La synthése du
NO es catalysé par une classe d enzymes appelée les NO synthases qui existent sous divers
isoformes dont la NOS I (neuronale) et III (endofliale) qui sont congtitutives et produisent de
faibles quantités de NO, la NID§ui est inductible par les cytokines, notamment par
I"interféron gamma (IFN-y) dont 1’action sur le signal de 1’induction de la syngéke du NO par le
systéme monocytes/'macrophages a été bien ducidée (Dugas et al., 1995 ; Touil-Boukoffa et
al ; 1998). La NOS II une fois induite, gnere de grandes quantités en NO ( Crépel et al., 1995).
La production chronique du NO associée a la production d anions superoxydes conduit a la
formation d'un anion hautement toxique: le peroxynitrite. Sa toxicité a é&é montrée dans
pluseurs pathologies a caractére auto-immun. Nous pouvons citer la maladie de Behcet
(Guenane et al., 2006: Hartani et al.,, 2006: Belguendouz et al., 2008: Lahmar-
Belguendouz et al., 2009).

Les Iésons de la maladie d Alzheimer entrainent une diminution massve de taux de
neurotransmetteurs  principalement |’acétylcholine circulant dans le cerveau. Le déficit
cholinergique est une conséquence directe d'une activité cholinesterasque importante au
niveau de I'hippocampe ce qui entraine la perte progressive dela mémoire (Welch, 1998).
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Dans ce travail, nous avons tenté d' élucider le role de I’ interaction systéme nerveux centrale /
systeme immunitaire dans les mécanismes phys opathol ogiques liés aux stades évolutifs de la
pathologie.

Les objectifs de notre travail portent sur le rdle des cytokines Thl et du monoxyde d azote dans
les désordres immunitaires associés a |’évolution de la pathologie en vue de cibler un
biomarqueur de pathogénie. Cette éude est réalisée sur les patients Algériens atteints
d Alzheimer.

Notre démarche portera sur deux volets:

Dans le premier volet nous avons exploré |'intégrité fonctionnelle de la barriére hémato-
encéphalique en utilisant un indicateur métabolique; le ratio Albumine.

Dans le deuxiéme volet de notre é&ude, nous avons ciblé |a modulation du monoxyde d’ azote
sur les cellules mononucl ées du sang. Cette partie S articul e autour des points suivants:

% L’étude de la production in vivo du NO chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer
sdon la phase clinique (phase initiale, intermédiaire et avancée), la thérapie administirée
(Vitamine E) et I’ association avec | hypertension artérielle.

% L’étude dela modulation de la NO Synthase inductible sur systéme de culturesde PBMC en
présence de pluseurs effecteurs: les cytokines, les anti-cytokines et chez des patients a
différentes phases évolutives.

% Nous avons également é&é amenés asuivre le profile de TNF-a et TGFB dansles différentes
phases de la pathologie.

Une activité Butyrylcholinestérase et estérase non spécifique ont été recherchées et ce, en
relation avec le processus neurodégénératif.
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. La maladie d’Alzheimer:
1.1. Introduction:

Lamaladie d Alzheimer est une des pathologies neurodégeénérative les plus fréquentes chez le sujet
ageé. Elle serait responsable de plus de 50 a 70% des cas de démence diagnogtiqués dans |e monde.
Cependant I'éiologie de cette maladie n'est que partidlement connue. Les principales
caractérigiques histopathologiques ciblent I'ingtallation des plaques séniles extracelulaires et la
dégénérescence neurofibrillaire associ ées a une importante perte neuronale. (Braak et al., 1998)

1.2. Les formes existantes de la maladie d’Alzheimer:

Plusieurs chercheurs suggerent que la maladie affecte deux catégories de patients. ceux qui sont nés
avec un probléme génétique (forme familiale) et ceux qui ont développé une mutation génétique a
long terme, ayant été trop exposes a un facteur environnant encore non identifié (forme sporadique).
La premiere, est héréditaire et beaucoup plus rare. Cette forme dite « familiale » se déclare plus
précocement, en moyenne aux aentours de la quarantaine et au plus tét vers les 30 ans. Sur
I’ensemble des patients Alzheimer, les cas familiaux n’en représenteraient qu’'a peine 5%. La
seconde trés largement majoritaire, touche au hasard, dans la population des personnes en général
au-deadeleurs 70 ans. (Schenk et al., 2004)

1.2.1. La forme familiale:

Les membres de ces familles présentent de naissance une mutation du géne de I'APP, situé sur le
chromosome 21. Cette mutation peut augmenter la production d'/APP et/ou transformer la longueur
e la forme de I'APP, conduisant dans les deux cas a son mauvais clivage.
Les membres des familles présentant des mutations sur les genes de la préséniline 1 et 2 (PSL1 et
PS2), sont les cas les plus nombreux de maladie d'Alzheimer transmise genétiquement, soit 70%
des cas. Dans ces cas, le corps cdlulaire (neuronale) synthétise I'APP et les envoie dans les
vésicules jusgu'a la membrane, via le réticulum. Les véscules sont composées de plusieurs
protéines, entre autre les présénilines. Celles-ci aident a finaliser la fabrication et la maturation des
mol écules lors de leur transport. Chez les patients des familles ayant des mutations génétiques au
niveau des PS1 et PS2, ces présénilines, transformeraient les APP |ors de leur transport jusqu'a la
membrane. 11 sagit en fait d'une toute petite transformation pour que le clivage par la suite soit mal
effectué par les erétases. Celle-ci couperait donc d'une mauvaise maniere I'APP, menant a son
accumulation.

Il et trés probable qu'il existe d'autres familles ayant des problémes génétiques touchant d'autres
ééments, comme par exemple une mutation sur le géne codant pour les protéases responsable du
clivage de I’ APP (Couderc, 2000).

1.2.2. La forme sporadique:

Certains chercheurs avancent que ces patients pourraient avoir &é exposés pendant plus eurs années
a un facteur environnant non identifié et qu'a long terme, conduirait a la mutation d'un géene encore
inconnu qui engendre I'accumulation de amyloide-beta. Ce type de patients fait donc partie du
groupe ou la maladie se présente sporadiquement. Plusieurs travaux rapportent I’implication de
I’aluminium qui peut entrainer I’augmentation de I'expresson de I'APP. (Couderc, 2000 ;
Ferreiraet al., 2008)

D’autres chercheurs ont tenté dincriminer les traumatismes a la téte, car il semblerait quils
pourraient conduire a une augmentation d'/APP. On est loin de savoir s la maladie est entiérement
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d origine génétique ou non & s dle es liée a la mutation d'un géene spécifique par la trop grande
présence d'un facteur environnant (Couderc, 2000).

1.3. Evolution de la maladie:

L'évolution de la maladie d'Alzheimer suit généralement certaines éapes ou stades qui entraineront
des changements dans la vie des personnes atteintes et celle de leur famille. Parce que la maladie
affecte chaque personne différemment, les symptdémes, |'ordre de leur apparition et la duré de
chacun des stades de la maladie varient selon les sujets. Dans la plupart des cas, la maladie
d'Alzheimer progresse lentement. Les symptdmes peuvent chevaucher plus dun stade et en
estomper les limites. La durée de la maladie est généralement de sept a dix ans mais peut ére plus
longue chez certai nes personnes.

1.3.1. Les différents stades de la maladie d'Alzheimer:

Plusieurs stades qui déterminent I’ évolution de la pathologie ont éé décrits:

Stades |éger, modéré et avancé. Nous citons une breve description de chacun. (Société de
Neurologie, Canada 2008)

Le stade léger

Le terme « stade |éger » (aussi appelé stade initial ou stade précoce) sapplique aux personnes de
tous ages qui présentent des déficits |égers attribuables aux symptémes de la maladie d'Alzheimer.
Au nombre des symptémes les plus courants, mentionnons les pertes de mémoire, les difficultés de
communication et les changements dhumeur e de comportement. A ce stade, les personnes
conservent la plupart de leurs capacités et ne requiérent qu'une aide minimale. Comme elles sont
géné&ralement conscientes des changements qui touchent leurs capacités, eles sont en mesure de
renseigner leur entourage sur ce qu'dles vivent et d'aider a préparer et a orienter leurs soins futurs.
A noter que le terme « stade précoce » désigne des personnes de tous &ges qui présentent des
déficits légers attribuables a la maladie d'Alzheimer. Il est toutefois important de ne pas confondre
avec « maladie d'Alzheimer précoce » qui désigne des personnes chez qui on a diagnostiqué la
maladie d'Alzheimer & un age plus précoce que |'age habituel .

Le stade moderé

A ce stade de la maladie, on observe un déclin accru des facultés cognitives et fonctionnelles de la
personne atteinte. Méme 9, a cette étape, le patient peut encore avoir conscience de sa condition, sa
mémoire et ses autres facultés cognitives continueront a se détériorer. Il aura auss besoin
d'assistance pour accomplir de nombreuses taches quotidiennes.

Le stade avancé

A cette étape, la personne deviendra incapable de communiquer verbalement ou de prendre soin
d'elle-méme. L'objectif des soins a ce stade est de continuer & soutenir la personne atteinte pour lui
assurer la plus grande qualité de vie possible.

La fin de vie

A mesure que la personne atteinte se rapproche de la mort, les soins viseront surtout & assurer son
confort. Comme c'est |e cas pour toute personne ayant une maladie fatale, il est important de tenir
compte des besoins physiques de la personne mais auss de ses besoins affectifs et spirituels et de
voir alescombler. Le soutien fourni a ce stade viserala qualité de vie et le confort.

1.3.2. L'échelle de détérioration globale (EDG):

Outre les termes « léger, modéré et avancé » qui désignent les différents stades de la maladie
d'Alzheimer, les professionnel s de la santé utilisent aussi une terminol ogie plus clinique qui réfere a
I'Echelle de détérioration globale ou échelle de Reisberg. Cette échelle est utilisée pour mesurer
I'évolution de la maladie d'Alzheimer et divise cdle-ci en sept stades. Elle est aussi utilisée pour le
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diagnogtic d'autres démences, bien que les stades e les symptémes différent selon chaque cas.
(Tableau 01) (Reisberg et al., 1982)

Tableau 01 : I'Echelle de détérioration globale. (Reisberg et al, 1982)

Stade

Stade 1:

Aucun affaiblissement
intellectue (fonctionnement
normal).

Stade 2
Affaiblissement intellectuel
tres éger (il peut sagir de

Symptdmes typiques

- Aucun trouble de mémoaire.

- Trous de mémoire.
- Lapersonne oublie ou elle a placé des obj ets familiers.
- Elle oublie des noms autrefois bien connus.

changements normaux associés | - Ces oublis ne sont généralement pas apparents pour |'entourage.

al'dge ou des signesles plus
précoces de lamaadie
d'Alzheimer).

Stade 3:

Affaiblissement intellectuel

| éger (ces symptomes peuvent
permettre, dans certains cas
mais pas dans tous, de
diagnostiquer laphaseinitide
de la maladie d'Al zhei mer).

Stade 4 :

Affaiblissement intellectuel
modéré (stade I éger, initid ou
précoce de lamaadie
d'Alzheimer).

Stade 5:

Affaiblissement modérément
grave (stade modéré ou
intermédiaire de lamaladie
d'Alzheimer).

Stade 6 :

Affaiblissement intellectud
grave (stade modérément
avancé ou stade intermédiaire
de la maladie d'Al zhei mer).

Stade 7 :

Affaiblissement intellectuel
trés grave (stade avancé ou
séveredelamdadie
d'Alzheimer).

- Légére perte de mémoire.

- Difficulté afaire de nouveaux apprentissages.

- Difficulté a se concentrer ou durée d'attention limitée.

- Problémes d'orientation, tendance a s'égarer.

- Difficultés & communi quer, par exemple difficulté atrouver le bon mot.

- Perd ou égare des obj ets de valeur.

- Difficulté afaire face aux problémes qui surviennent au travail.

- Les problémes sont évidents pour lafamille, les amis ou les collégues de travail.

- Une certaine perte de mémoire liée aux souvenirs personnels.

- Difficulté aaccomplir des téches plus complexes (s'occuper de ses finances, faire
des empl ettes, voyager).

- Est moins au fait des événements actuels et récents.

- Moindre capacité d'exécution d'opérations arithméti ques exigeantes (par exemple
compter arebours apartir de 75 par multiples de 7).

- Pertes de mémoire i mportantes (numéros de tél éphone ou noms de proches parents).
- A besoin d'aide pour les activités de la vie quotidienne.

- Perte de mémoire soutenue (oublie parfois le nom de son conjoint ou de lapersonne
qui en prend soin tous les jours).

- Perte de conscience des expériences et événements récents.

- Besoin d'aide pour les activités de la vie quotidienne (shabiller, se laver).

- Difficulté a compter.

- Modifications de la personnalité et des émotions. La personne pourra manifester de
laconfusion, de I'anxiété, de la méfiance, de la colére, de latristesse ou de la
dépression, de I'hostilité, de I'appréhension, avoir des comportements délirants ou étre
agitée.

- Symptdmes obsessionndls, par exempl e répéter constamment une activité simple.

- Perturbations du cycle veille-sommeil.

- Episodes accrus dincontinence.

- Graves déficiences cognitives.

- Le vocabulaire est limité et les habiletés verbal es finissent par disparaitre

compl &ement.

- Perte des fonctions motrices de base (capacité de marcher sans aide, de s'asseoir sans
soutien).

- Besoin d'aide pour salimenter ou dler aux toilettes, incontinence.
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1.4. Facteurs de risque:

Lamaladie d'Alzheimer est une véritable maladie. Cependant, cette pathologie ne sexprime que
lorsgu'un ensembl e de facteurs défavorabl es |'emportent sur |'ensembl e des facteurs favorabl es, et
ceci avec le concours du temps et du vielllissement des cellules nerveuses. C'est a cetitre quela
maladie d'Alzheimer pourrait ére une maladie "statistique”, résultat du différentiel entre les facteurs
déclenchant et retardant. (Delacourte, 1998)

1.4.1. Les facteurs défavorables :

1- Le premier, le plus important, le facteur qui a lui seul, ou presque, peut déclencher la maladie
d'Alzheimer correspond aux mutations pathol ogiques sur les génes APP, PS1 et PS2. Ces mutations
pathol ogiques provoquent inexorablement I'apparition de la maladie, au plus tot vers I'age de 30
ans, et en général vers 50 ans.
2- Le second facteur et |'age.

3- Lavulnérabilité de I'hippocampe pourrait étre le troiséme facteur. Il est clair que nous sommes
trés inégalement touchés par la dégénérescence neurofibrillaire au cours du vieillissement. Certains
résistent trés bien, d'autres moins bien.

4- Le quatrieme facteur pourrait ére le génotype de I'apolipoprotéine E. L’aléle epslond est
certainement un facteur de risque, alors que I'alldle epsilon2 est un facteur protecteur.

5- Les autres facteurs génétiques et environnementaux dont on parle dans la littérature, mais qui
resent aidentifier dune maniere certaine. (Delacourte, 1998)

1.4.2. Les facteurs favorables :

Ils sont génétiques et environnementaux également. Un bon métabolisme de I'APP, des cdlules
nerveuses résgantes a tous les stress sont des facteurs favorables, mais encore difficilement
caractérisables.

1- L'alde epsilon 2 de I'Apolipoprotéines semble ére un facteur favorable, I'ApoE2 ayant
certainement une meilleure efficacité pour réparer les neurones.

2- Une bonne alimentation, incorporant des substances anti-oxydantes (Vitamine E, C, les
flavonoides), joue peut-ére unrole.

3- Le maintien de |'activité cérébral e ne peut étre qu'un bon facteur.
4- Lestaux de neurostéroides (DHEA, oestrogénes) pourraient stimuler favorablement les neurones.

Au fur et a mesure de I'avancée des connaissances, il est certain que |'on pourra maitriser de mieux
en mieux ces facteurs, pour ralentir I'apparition dela maladie d'Alzheimer. Retarder cette pathologie
de 5 ans diminuerait de 50 % le poids socio-économique de cette pathologie, poids supporté
essentiellement par |es familles de patients. (Delacourte, 1998)

I.5. Les critéres de Diagnostic:
1.5.1. Le diagnostic clinique:

En l'absence de marqueurs biologiques de la maladie d'Alzheimer, le diagnostic reste
essentidlement clinique. Il pourra ére ensuite validé par un examen neuropathologique. Le
diagnogtic clinique repose sur I'histoire de la maladie, |'interrogatoire de |'entourage, I'exploration
neuropsychologique et comportementale, et sur I'examen clinique (Guériot-Milandre et al., 1997).
Les troubles de la mémoire sont les premiers symptdmes et dominent le tableau clinique dans la
plupart des cas. Ils portent d'abord sur les faits récents. C'est I'évolution de ces troubles qui fait
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penser au diagnostic de la maladie d'Alzheimer, et leur association progressive avec dautres
troubles: Le langage, les troubles praxiques (perturbations gestuelles) et les troubles gnosques
(troubles de la reconnai ssance).

Les critéres de diagnostic utilisés en général sont ceux du NINCDS-ADRDA de Mc Khann et al. Ils
distinguent les diagnostics de maladie d'Alzheimer probable, possible et certaing(Mc Khann et al.,
1984). Le diagnogtic de certitude se renforce au fur e a mesure que I'on met en évidence une
démence établie par des criteres cliniques et des tests neuropsychologiques, que l'on élimine
d'autres causes possibles de déclin cognitif et, enfin, par la démongration des |ésons cérébrales
caractérigiques. les plagues séniles e les neurones en dégénérescence neurofibrillaire.
L'évaluation neuropsychol ogique a deux objectifs : authentifier e déclin cognitif et caractériser les
troubles. Ces données clé contribuent au diagnogtic étiologique de la démence. Certains tests sont
surtout destinés a I'évaluation de la sévérité de la démence comme le MMS (Mini Mental State
Examination de Folstein). Certaines écheles comportementales permettent de faire le diagnostic
différentie, par rapport aux démences frontotemporales e aux démences vasculaires
(Delacourte, 1998)

L'imagerie et un dément important du diagnostic: L'imagerie structurdle (scanner, IRM) évalue
I'atrophie régional e hippocampique par la mesure de |'épai sseur de la partie interne du lobe temporal
droit, mais auss lobaire, frontale ou temporopolaire. Elle évalue également la participation
vasculaire et les anomalies de substance blanche et, bien sir, ele dimine les classques causes
«neurochirurgical es».

La comparaison entre le diagnogtic porté en fin d'évolution de la maladie e le diagnostic
neuropathol ogique indique un taux d'erreur de 15 % environ, et cela dans les meilleurs ingtituts
hospitalo-universitaires. Les ereurs de diagnogique portent également sur les pathologies
associ ées, car 30 % des patients atteints de maladie d'Alzheimer ont également des corps de Lewy.
De plus, la pathologie vasculaire se surgjoute fréquemment aux maladies neurodégénératives
(Pasquier et Leys., 1997).

1.5.2. Le diagnostic neuropathologique:

Le diagnostic de maladie d'Alzheimer certaine est éabli lorsqu’il est démontré la présence de deux
types de lIésons en grande quantité dans les régions hippocampique et corticales associatives: il
sagit des plagues séniles et des neurones en dégénérescence neurofibrillaire.

Lescritéres de maladie d'Alzheimer se modifient, se peaufinent et deviennent de plus en plus précis.
Cda veut dire également que rien n'est encore completement éabli, ni véritablement maitrisé. Les
explications de cette mise au point laborieuse semblent ére liées a I'hétérogénété de la maladie
d'Alzheimer, aussi bien du point de vue clinique que neuropathologique. (Scheltens et al., 1993)

1.5.3. Le diagnostic génétique:

Le diagnostic génétique pour les formes familiales ne peut donc sappliquer qu'a une infime portion
de patients. De plus, I'hétérogénéité des mutations ne permet pas la sysématisation de cette
approche. Enfin, les problémes éthiques liés au diagnostic genétique sont majeurs. Cette approche
reste encore du domaine de la recherche, avec une priorité pour la découverte de tout géne impliqué
directement ou indirectement dans les formes dites « sporadiques », ains que pour la découverte
des génes familiaux autres que I’ APP, PS1 ou PS2. (Delacourte, 1998)

1.5.4. Le diagnostic biochimique:

Le diagnogtic biochimique nous semble ére I'éape indispensable avant daborder le diagnostic
biologique. Par diagnostic biochimique, nous entendons un diagnostic éabli a partir du tissu
nerveux central (autopsique) en utilisant des marqueurs biochimiques. Récemment, il a été possible
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de quantifier chimiquement les|ésions de la maladie d'Alzheimer. D'une part, la substance amyloide
des plagues séniles peut étre quantifiée par destechniquesimmunochimiques. Le principe consste a
doser I'dément de base, |e peptide B insoluble, dans le tissu nerve ux, en utilisant une technique de
dot-blot. D'autre part, la dégénérescence neurofibrillaire est quantifiée en dosant son congtituant
protéique de base: les protéines Tau anormalement phosphorylées. En utilisant les deux marqueurs
AP et Tau, il est possible de faire un diagnostic biochimique dont la spécificité et la sensbilité sont
proches de 100 %. (Delacourte, 1998)

1.5.5. Le diagnostic biologique:

Il repose sur la découverte d'un biomarqueur périphérique, dans le liquide céphalorachidien (LCR)
ou, mieux, dans le sérum des patients atteints de maladie d'Alzheimer. Son utilisation conforte le
diagnogtic clinique précoce.

La découverte d'un marqueur permettrait :

- de poser le diagnostic de certitude du vivant du patient, avec pour objectif final de faire un
diagnogtic le plus précocement possible.

- de déerminer d'éventuel s sous-groupes de la maladie suivant la présence de un ou plusieurs de ces
marqueurs.

- de faciliter les é&udes épidémiologiques et thérapeutiques sur la population sélectionnée
(caractérisation de nouveaux facteurs de risques, de facteurs protecteurs, de nouvelles
mol écul es).

- de suivrel’ évolution de laréponse thérapeutique chez e patient.

- de donner desindications sur I’ évolution du processus phys opathol ogique.

Actudlement, de nombreuses équipes tentent de caractériser des marqueurs bhiologiques de la
maladie d'Alzheimer a partir du sérum et surtout du LCR. En effet, ce dernier est en relation étroite
avec le parenchyme cérébral par I'intermédiaire de la barriere hémato-encéphalique. Le LCR et
donc susceptible de contenir des antigenes issus des |ésions spécifiques de la maladie, et de donner
les informations précieuses. A I'heure actuelle, aucun kit de diagnogtic n'est commercialisé. Cette
approche est encore du domaine de la recherche médicale. Quel ques pistes semblent prometteuses,
mai s attendent confirmation. (Delacourte, 1998)

1.5.5.1. Les marqueurs sériques:

Les recherches se concentrent sur le dosage du peptide AP sous sa forme 1-40, par rapport a la
formelongue 1-42, qui serait plusliée ala maladie d'Alzheimer.

Les antigenes liés a la dégénérescence neurofibrillaire sont également recherchés. Les protéines Tau
normales ou pathologiques aind que I'ubiquitine ont été quantifiées dans le sérum, sans résultat
probant.

Les marqueurs de I'inflammation et |es auto-anticorps sont également une piste explorée. |l sagit
des auto-anticorps contre la GFAP (glia fibrillary acidic protein), protéine constitutive des
filaments gliaux (McRae et al., 1996). La spécificité et la sengbilité des taux de ces anticorps
semblent trop faibles pour ére utilisées en vue d'un diagnogtic in vivo. Ces auto-anticorps peuvent
refléer un processus inflammatoire, visualiseé par la quantification des cytokines et de|'anti protéase
alpha -1- antichymotrypsine (Mcgeer et McGeer., 1998)

De nombreuses autres proténes sériques ont été testées, sans résultat convaincant. Nous ne ferons
guune énumération de celles qui ont éé analysées en déail: les Apolipoproténes E,
I'acétyl cholinestérase et |a butyrylcholinestérase, la Cu-Zn superoxyde dismutase.
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Enfin, la piste la plus intéressante semble étre celle de la protéine p97 (méanotransferring). Ce
marqueur a défraye la chronique en 1996 (Kennard et al., 1996). L es concentrations sériques de la
p97, protéine impligquée dans le méabolisme du fer, augmenteraient de maniére significative au
cours de lamaladie d'Alzheimer (15 patients) et en fonction de son évolution. L estémoins du méme
age (8 sujets) ont des taux trés bas de p97 sérique, ains que les patients affectés par d'autres
maladies neurologiques (maladie de Parkinson, ataxie cérébdleuse, sclérose latérale
amyotrophique, neuropathie périphérique). Ce marqueur parait trés intéressant, toutefois une
confirmation par d'autres eéquipes de recherche est nécessaire. On peut noter que le nombre de
patients éudiés est faible dans les trois catégories (maladie d'Alzheimer, témoins, autres maladies
neurodégénératives) et qu'un an apres la publication de I'éude de Kennard et al, aucune donnée
complémentaire, ni aucune confirmation par une autre équipe n'est venue valider cette hypothese.
(Delacourte, 1998)

1.5.5.2. Les marqueurs des tissus périphériques:

Plusieurs travaux avaient fait éat d'accumulations dgnificatives du peptide AB ou dautres
congtituants dans la peau, ou dans les cultures celulaires de fibroblastes de la peau. Ces travaux
n'ont pas éé confirmés. (Delacourte, 1998)

1.5.5.3. Les marqueurs du liquide céphalorachidien:

Parmi les marqueurs liés aux antigenes des |ésions cérébrales, on distingue ceux liés a la présence
des plaques séniles (amyloidogenése) et ceux liés aux neurones en dégénérescence neurofibrillaire.
La concentration du peptide AB1-42 est augmentée dans le LCR des patients ayant une maladie
d'Alzheimer familiale, avec une mutation sur le gene PS1 (Scheuner et al., 1996). En revanche, ele
semble diminuée dans les formes sporadiques, mais le chevauchement avec les témoins est
important (Ida et al., 1996 ; Motter et al., 1995). On explique cette diminution du peptide AR
circulant par sa séquedration dans les plaques séniles. Ce résultat n'est pas confirmé par tous
(Southwick et al., 1996). Le méabolisme de la protéine APP semble également affecté d'une
maniére sgnificative dansles formes familiales (Lannfelt et al., 1995).

Les marqueurs liés a la dégenérescence neurofibrillaire (proténe Tau, ubiquitine) semblent donner
des réaultats intéressants. Une dizaine d'équipes ont observé une augmentation significative des
protéines Tau dans le LCR des patients atteints de maladie d'Alzheimer, en utilisant |'approche
développée par Vandenmeeren et al. (Vandermeeren et al., 1993). Ces protéines Tau ne sont pas
phosphorylées et se présentent sous la forme de fragments cataboliques (Johnson et al., 1997). On
note, comme pour |'amyloide, un certain chevauchement entre témoins agés et patients atteints de
maladie d'Alzheimer.

Des kits de dosage sont actuellement commercialisés. Ils consistent a coupler le dosage du peptide
AB1-42 (qui diminue au cours de la maladi€e) et le dosage des protéines Tau (qui augmentent au
cours de la maladie) pour améiorer la senshilité et 1a spécificité du diagnostic.

D’autres condituants ont éé dosés dans le LCR. Certains sont augmentés d'une maniere
sgnificative, maistous ces marqueurs sont peu sensibles et peu spécifiques. Il sagit dela GFAP, de
I'Apolipoproténe E, de la synaptotagmine, de I'al pha -1- antichymotrypsine. (Delacourte, 1998)
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1.6. Les mécanismes physiopathologiques:

Dans la maladie d Alzheimer, le processus neurodégénératif est associé a une réponse
inflammatoire déclenchée suite a une interaction entre le systeme immunitaire périphérique et le
systéme nerveux central, caractérisée par la production des médiateurs. Cytokines, compléments,
radicaux libre et le monoxyde d’ Azote. Tous ces déments sont impliqués dans la mort neuronale.
(Griffinet al., 1998 ; Griffin, 2000) (Figure 01)

Maladie d’Alzheimer

N

Processus neurodégénératif

Neuroinflammation PRTTTTT S
Systéme immunitaire Systéme nerveux Systéme nerveux central
Périphérique central

l l \ 4 v

Médiateurs de I'inflammation : cytokines, . . Dégénérescence
Amyloidogenése e
complement, ROS, NO. neurofibrillaire
l l v
[ Mort neuronale }

!

<31 |nteraction

Figure 01 : Les mécanismes phys opathol ogiques de la maladie d’' Alzheimer.
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1.6.1. L'Amyloidogénese :

Alois Alzheimer fut le premier médecin a diagnostiquer la maladie d'Alzheimer. Lorsque sa
patiente fut décédeée, il pratiqua une autopsi e sur son cerveau. | y découvrit des dépéts d'une
substance blanche qui ressemblait & de I'amidon, fut baptisée par Alzheimer "amyloide™.
Danslesannées 1980, plus eurs chercheurstentérent de découvrir la nature de cette substance. On
finit par découvrir que I'amyloide était un fragment d'une protéine diss muléeun peu partout sur la
membrane des neurones. On I'appela Amyloid Protein Precursor (APP).

L’ APP est une molécul e dinteraction cellule-cellule, un récepteur de surface et un facteur de
croissance (formation du cytosguel ette, régulation du calcium intracellulaire, formation des
synapses, modulation des cholinestérases). Elle est véhicul ée dans |'axone vers|'extrémité nerveuse
et la synapse ou €lejoue un réleimportant dans la plasticité neuronal e et 1a neurotransmission.
L'APP est une proté ne transmembranaire sensible ala protéolyse par un ensemble de protéases
appel ées, a, B ou y -secretases. (Couderc, 2000)

Lesvoiesde clivage de I’ APP engagées sont | es suivantes.

- la voie non amyloidogénique (clivage normal): L’ a-secretase coupe I'APP avant la séquence
d'AP produisant des fragments de peptide qui ne sont pas amyldogénique : un fragment soluble de
N-terminal d'APP (sAPPa) et un fragment C-terminal (C83) ancrée dans la membrane. Par contre,
lay-secretase libere al’ intérieur de la celluleun fragment C-terminal de 3kD (p3).

- la voie amyloidogénique (clivage anormal): L’action de la B-secretase forme un fragment N-
terminal (SAPPp) et un fragment C-terminal (C99). Ce dernier subit un clivage sur le C-terminal par
le y-secretase produi sant la forme amyloidogéni que appel é beta-amyloide (Figure 02, 03).

En fait I'AB existe sous une forme longue de 42 acides aminés (Af 42) et sousune forme courte de
40 acidesaminés (AB4o). Dansles formes familiales de maladie d'Alzheimer précoce, il y a une
surproduction de forme AB 42 qui est plus neurotoxique, probablement du fait de sa localisation
intracellulaire et de sa plus grande capacité a sagréger que I'AB 4o (Couderc, 2000 ; Scheuner et
al., 1996). L'accumulation dela beta-amyloide va former des amas insolubles et neurotoxiques,
appel és "plagues séniles.”

- Clivage anormal

\ / Arcurmulation
#

/

-Plaque

Y
- Protéase

N
- Clivage
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Annrmaj - Fragment

EVamé

- APP

Figure 02 : Mécanisme de clivage normal et anormal de I’ APP dans|es neurones.
(Auld et al., 1998)
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Figure 03: Processus protéolytique de I’ APP (Frank, 2002).

1.6.1.1. Action neurotoxique de I’Amyloide B:

L’interaction des oligoméres A3 avec le Fe 2 ou Cu* générent des radicaux H20O;. Ces derniers
vont induire une réaction oxydative en chaine qui va entrainer une production excessive d'un
aldehyde neurotoxique ; 4-hydroxynonenal (4-HNE).

Le 4-HNE a un effet dééére sur les protéines membranaire en agissant sur les acides aminés
(cystéine, lysine et higtidine). Les protéines affectées sont: des protéines de transport membranaire
(transport du glucose, transport du glutamate, transport ionique), les canaux ioniques (VDCC;
voltage-dependent chloride channel, NMDAR; N-methyl-d-aspartate receptor).

Le 4-HNE et les radicaux libres peuvent oxyder auss la protéine Tau ce qui favorise sont
agrégation.

L’AB pourra engendrer notamment un stress oxydatif mitochondrial et la dérégulation de
I’homéostasie calcique ce qui altere la chaine de respiration favorisant ains la production du
radical superoxyde et la diminution de la production de I’ATP. Le superoxyde produit sera
convertit soit en H,O, par le superoxyde dismutase ou il se combinera avec e monoxyde d’ azote
(NO) pour former le peroxynitrite (ONOO*) responsable de la détérioration membranaire.
L’interaction de H,O, avec le Fe**ou Cu® libére le radical hydroxyle (OH*), qui contribue au
dysfonctionnement du réticulum endoplasmique. (Mattson, 2004) (Figure 04)
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Figure 04 : les effets neurotoxiques deI’amyloide-beta. (Mattson, 2004)

1.6.1.2. Les différents processus engendrés par I’amyloidogeneése:

Des modifications du métabolisme du précurseur de la protéine beta-amyloide (APP), de la
régulation du calcium intracdlulaire, du métabolisme oxydatif et des syssémes membranaires de
transduction du signal ont éé impliquées dans la maladie dAlzheimer. Il y a actuelement de
nombreux arguments en faveur dun réle central de la proténe beta-amyloide (B ) dans le
déclenchement du processus phys opathol ogique. (Couderc, 2000)

La protéine béta-amyloide saccumule dans le milieu extracdlulaire puis sagrege avec différentes
substances (I'apolipoprotéine E, 1'a-antichymotrypsine, |'acéylcholinestérase, la fibronectine,
I'ubiquitine, des protéoglycannes, I'aluminium, le fer, la proténetau ...). L'effet neurotoxique de ces
dépdts amyloides serait a la fois direct et indirect, par induction d'une entrée massive de calcium
dans la cellule (altération de la membrane cdlulaire et la stimulation des aminoacides excitateurs
comme le glutamate) et par activation de la microglie qui provoque une augmentation des radicaux
libres et des réactions inflammatoires. Le résultat final de cette cascade est la mort neuronale par
apoptose. (Beyreuther et Masters., 1997)

A- L'hypomeétabolisme:

Aux stades précoces de la maladie d’ Alzheimer, des éudes par PET-Scan (Tomographie par
Emission de Poston) ont montré une réduction de l'utilisation du glucose dans le cerveau des
patients. Des auteurs ont montré que ce phénomene est dd, pour une large part, a une diminution de
I'activité du signal de transduction desrécepteursa l'insuline.

Une mutation dans un géne mitochondrial codant pour |e cytochrome oxydase semble étre la cause
alafoisd'une production de radicaux libres et d'un dysfonctionnement métabolique du neurone qui
le fragilise face aux différents stress. (Mattson, 1997)

13



Chapitre | : GENERALITES

B- Le stress oxydatif:

Une corrdation entre des mutations héréditaires de I'ADN mitochondrial et de la maladie
d Alzheimer a é&é mise en évidence. Les génes mis en cause sont ceux du cytochrome oxydases
(CO) I et 1l qui font partie de la chaine de transport d'électrons de la mitochondrie. Ces mutations
ont pour conséquence une réduction de |'activité des CO et donc une accumulation des radicaux
oxygénes actifs. Ces résultats sont a mettre en paralée avec la baisse des taux des CO dans le
cerveau des patients atteints de MA, les déficits du métabolisme énergétique et | e rdle des radicaux
libres dans cette pathol ogie. L e schéma phys opathol ogique serait | e suivant: (Mattson, 1997)

Mutation de I’ ADN mitochondriale ==> baisse des Cytochrome oxydases ==> augmentation
des radicaux libres ==> augmentation de la péroxydation lipidique membranaire ==> diminution
de I'entrée du glucose dans|e neurone ==> baisse de |'activité des ATPases ==> augmentation de
lavulnérabilité des neurones al'éxcitotoxicité ==> |'apoptose.

C- L'inflammation:

L’AB joue un dle principal dans la Pathogénése de la maladie d’ Alzheimer (Walsh et al., 2002;
Walsh et Selkoe., 2004). Des études en montré que la charge [eresh mal co@ée avec la
progression et la sévérité de la démence. Par contre, la dégénérescence neurofibrillaire est mieux
corrélée avec la pathologie (Walsh et al., 2002).

En plus de ces effets toxiques directs, I’Ap pégalemen  t favoriser la neurodégénérative par les
mécanismes parallél es comprenant |'activation des cellules microgliales et les astrocytes qui vont
déclencher une réponse inflammatoire (Akiyama et al., 2000 ; Tan et al., 1999). Une fois activées,
les cellules microgliales peuvent recruter les astrocytes et augmenter activement la réponse
inflammatoire autour des dépots extracellulaires df\ Les acteurs pivots neuroinflammatoires sont
les cytokines, les protéines de la phase aigue de I'inflammation, la cascade de complément, les
enzymes tels que la NOsynthase inductible (NOS2), la cyclooxygenase-2 (COX-2) e
I’arginosuccinate synthetase. Tous ces facteurs contribuent au dysfonctionnement et a la mort
neuronale. (Abbas et al., 2002 ; Bezzi et al., 2001)

D'autre part, les cellules gliales sont responsables de la synthése des Apo E qui eles-mémes jouent
un role important dans I'amyloidogenese. En effet, I'isoforme la plus fréquente ApoE3, s lieala
forme alpha de I'APP soluble en masquant le(s) domaine(s) responsable(s) de I'activation de la
microglie. De ce fait, la réaction inflammatoire n'a pas lieu. L'ApoE4 possede une affinité beaucoup
plus faible pour la SAPP-o. permettant aing |'inflammation. Ce processus inflammatoire peut enfin
générer une augmentation locale desradicaux libres. (Yan et al.,, 1998)

D- Déficit en neurotransmetteurs :

Les Iésons de la MA touchent principalement les voies cholinergiques mais d'autres régions sont
atteintes également. Il en résulte une diminution parfois massive des taux de neurotransmetteurs
circulant dans le cerveau. Le déficit cholinergique peut atteindre jusgu'a 90 % dans les stades
severes de la maladie et concerne le néocortex, I'hippocampe, le noyau basal de Meynert, la
bandel ette diagonale de broca, le septum, le striatum et le thalamus. Le déficit somatostatinergique
touche le néocortex et I'hippocampe. La baisse des concentrations peut atteindre 60 %.
(Welch et Gambetti., 1998)
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1.6.2. La dégénérescence neurofibrillaire:

La dégénérescence neurofibrillaire correspond a une accumulation intraneuronale de fibrilles
formées de filaments trés caractéristiques, appel és les paires de filaments appariés en héice ou PHF
(paired helical filaments). Ces filaments pathol ogiques sont d'excellents marqueurs ultrastructuraux
du processus dégénératif de type Alzheimer. Ils sont congtitués essentiellement de protéines
microtubulaires Tau. Dans le neurone normal, ces proténes dabilisent les microtubules
(figure 5A). Il sagit de filaments du cytosquelette jouant un rdle prépondérant dans les mécanismes
de transport intraneuronal. Au cours de la maladie d'Alzheimer, les protéines Tau sagregent sous
forme de PHF. Elles sont nommeées protéines Tau-PHF qui sont anormalement phosphorylés. Les
conséquences de la dégénérescence sont catastrophiques pour les neurones, les privant de leur
fonction la plus importante: la communication. La dégénérescence commence, comme
I'amyloidogenese, a se manifester dans le cerveau des malades atteints d'Alzheimer, d abord dans
I'hippocampe: la zone de la mémoire. Les neurones de cette région sont donc tout d'abord privés
d'acétylcholine puis meurent. Puisgue les neurones ne se régénerent pas, | es autres zones du cerveau
ne recoivent plus d'acéylcholine pour mémoriser de nouvelles informations. C'est  pourquoi la
maladie d'Alzheimer débute toujours par une perte de la mémoire chez les sujets atteints.
(Delacourte, 2000)

1.6.2.1. L'hyperphosphorylation de la protéine tau :

La protéine tau est une proténe associée aux microtubules du cytosgquelette. Son affinité pour ces
sructures est régulée par phosphorylation. Une hyperphosphorylation de la protéine tau empéche
celle-ci d'exercer son role de polymérisation et de stabilisation des microtubules du cytosquel ette
neuronal. Il Sensuit une perturbation du réseau microtubulaire et donc du transport axonal.
L'atteinte de ce systéme vital entrainerait la dégénérescence du neurone (figure 5B). Il se forme 3
variant intracellulaires insolubles et pathologiques de la proténe tau (tau 60, tau 64, tau 69) qui
sagregent par paires héicoidales de filaments et qui, aprés glycosylation, congituent les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF). (Delacourte, 2000)

Les kinases impliquées dans |'hyperphosphorylation de la protéine tau sont essentiellement des
MAP-kinases (Mitogen Activated Protein). L'activation des ces MAP-kinases peut étre due a
différents facteurs : diffuson intraneuronale de substance amyloide soluble et/ou stimulation du
glutamate i ndui sant une entrée calcique. (Delacourte, 2000)

L'interaction entre I’Amyloide beta et les formes phosphorylées de la protéine tau (tau-PO4)
pourrait favoriser la dégénérescence neurofibrillaire. (Figure 06) (Couderc, 2000).
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Figure 05 : (A) dégénérescence neurofibrillaire des axones. (B) formation de paires
hélicoidal es de filaments appariés en hélice ou PHF. (Bermejo-Pareja, 2008)
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Figure 6: Hypothese de I'interaction entre Amyloide beta et 1a protéine Tau
phosphorylé. (Couderc, 2000).

1.6.2.2 Le systeme protéolytique Ubiquitine-Protéasome (UPS):

Les éudes récentes ont indiqué que I'UPS pourrait étre liés a la phase initiale de la pathologie, qui
est marquée par un dysfonctionnement synaptique, auss bien qu'a la phase finale, caractérisées par
une neurodégénération. Les agrégats insolubles de protéine dans |e cerveau des patients pourraient
résulter du défaut de fonctionnement ou de saturation del'UPS, ou des changements structurel s dans
les proténes cible, qui empéchent leur identification et dégradation par I'UPS. La protéolyse
défectueuse pourrait causer le dysfonctionnement synaptique observé dans la phase initiale puisgque
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I'UPS est connu pour jouer un réle dans le fonctionnement normal des synapses. (Bermejo-Pareja
Fetal., 2008 ; Zouambiaet al., 2008)

Cependant, I'AB inhibe le fonctionnement du protéasome conduisant ainsi a |'accumulation et a
I'agrégation des protéines tau hyperphosphorylées dans les dégénérescences neurofibrillaires.
(Welch et al, 1998)

1.2.3. L'atrophie corticale :

L’amyloidogenése et la dégénérescence neurofibrillaire provoquent une perte importante de
neurones, responsable d une atrophie corticale. Chez les malades d’ Alzhemer, |le cerveau peut
perdre 8 a 10% de sa masse tous les dix ans, contrairement a seulement 2% pour une personne
saine. Cette atrophie corticale touche, tout d abord, le lobe temporal interne avec I” hippocampe.
A un gtade plus avancé ce sont les cortex associatifs frontaux et temporo-pariétaux (région du
cerveau impliqués dans les processus cognitifs comme le langage, la mémoire ou I’intégration
multi-sensoridle) qui sont touchés. (Zékri, 1999)

1.7. Thérapies:

Le traitement de la maladie d’ Alzheimer repose sur deux volets: I'un largement démontré est
symptomatiquement dominé par les anticholinestérasques, I’ autre beaucoup plus prometteur mais
encore au premier stade des essais cliniques est anti-dégénératif. (Laurent et al., 2007)

1.7.1. Thérapie contre le deficit cholinergique:

L’ approche la plus efficace et admise de la maladie repose sur |’ hypothése cholinergique de la
maladie d’ Alzheimer : le systéme cholinergique est impliqué dans le déficit cognitif des patients
atteints de la maladie d’ Alzheimer, méme s'il n’ explique pas I’ ensemble des anomalies cliniques,
biochimiques et pathol ogiques observées. Pour augmenter la concentration en acétylcholine, trois
stratégies ont éé utilisées:

—|"apport de précurseurs de |’ acétyl choline (L écithine).

— I'inhibition de I'acétylcholinestérase, enzyme de dégradation normale du neurotransmetteur
(Physostigmine, Tétrahydroaminoacridine, Donépézil, Rivastigmine).

— lastimulation des récepteurs post-synaptiques par des agonistes muscariniques ou nicotiniques.
L’inhibition de |’ acétylcholinestérase a &€, a cejour, la seule approche qui a conduit alamise sur le
marché de médicaments qui ont démontré satistiquement qu’'ils améiorent sensblement les
performances cognitives et pas seulement la mémoire, qu'ils retardent la progresson des
symptémes en particulier ceux liésaux troubles comportementaux. (Laurent et al., 2007)

> Le Donépézil (ARICEPT®), c'est un inhibiteur pipéridinique avec absence de toxicité
hépatique. Sa demi-vie plasmatique et de 70 heures ce qui permet une seule prise
quotidienne. Les effets secondaires sont relativement limités, et principa ement
cholinergiques (nausées, vomissements, diarrhées, crampes musculaires, parfois
cauchemars), et sont minimisés par une titration du produit avec un dosage initial de 5 mg
par jour pendant 1 mois, avant d atteindre la dose stable de 10 mg. (Laurent et al., 2007)

> LaRivastigmine (EXELON®), ¢ est un inhibiteur & la fois de I’ acétylcholinestérase et dela
butyrylcholinestérase. La tolérance est satisfaisante et |es effets secondaires essentiellement
gastro-intestinaux. La Rivastigmine nécessite la recherche de dose par paliers de 2 semaines,
sous couvert de tolérance. La prise bi-quotidienne et I'ascension posologique en quatre
paliers peuvent améiorer latolérance digestive. (Laurent et al., 2007)

> La Galantamine (REMINYL®) est un inhibiteur de I’acétylcholinestérase qui a également
un réle de modulation sur les récepteurs nicotiniques et qui a éé introduit en 2001 pour les
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patients |égers a modérés. Les effets secondaires sont identiques a ceux déja observés avec
les autres médicaments. nausées, anorexie, perte de poids chez environ 10 % des patients.
(Laurentet al., 2007)

1.7.2. Thérapies utilisant les Antagonistes du Glutamate:

Beaucoup d arguments suggerent que I’ action excitoxique du glutamate joue un réle ou au moins
aggrave les phénomenes de dégénérescence neuronale dans |’ Alzheimer. Plus de 70 % des synapses
excitatrices sont glutamatergiques. Parmi les 3 récepteurs glutamates (NMDA, AMPA et Kainate),
des éudes précliniques ont montré que des antagonistes partidls du NMDA et de I'AMPA
pouvaient avoir un effet bénéfique sur les symptdomes cognitifs de I’ Alzheimer. (Laurent et al.,
2007)

La Mémantine (EBIXA®) est un antagoniste NMDA avec une affinité modérée pour le récepteur
qui peut diminuer la toxicité neuronale liée a une sécrétion prolongée de glutamate. Le produit est
bien toléré conduisant parfois a des aggravations confusionnelles ou d agitation. (Laurent et al.,
2007)

1.7.3. Thérapies symptomatiques contre les troubles psycho-comportementaux:

Cestraitements ne sont pas spécifiques et ne modifient favorablement ni le processus dégénératif, ni
les troubles cognitifs, bien au contraire puisgque la plupart des psychotropes ont dans ce domaine un
effet négatif. |1 est donc indispensable d évaluer le bénéficelrisque pour chacun d’entre eux et
savoir lesinterrompre dés que possible.

- Anxiolytiques et hypnotiques: Les anxiolytiques et hypnotiques sont largement et probabl ement
excessvement prescrits chez ces patients trés sensbles aux effets psychotropes.
- Antidépresseurs: Un traitement antidépresseur peut étre proposé en cas de troubles dépressifs ou
dans les perturbations émotionnelles sévéres voire dans les troubles du sommeil, de sentiments de
culpabilité, d'idées suicidaires, d un ralentissement psychomoteur plusimportant que ne le voudrait
le déficit cognitif.

- Neuroleptiques: Les neuroleptiques permettent le traitement des symptdomes psychotiques, des
états d’ agitation, d’ agressivité, les phénomenes hallucinatoires.

- Régulateurs de I’humeur: Certains régulateurs de |I"humeur peuvent étre efficaces dans les
troubles du comportement avec agitation et agressivité. (Laurent et al., 2007)

1.7.3. Vaccination:

Le vaccin expérimental AN-17792 contre la protéine A1 -42 a é&é testé dans un large essai, chez
298 malades atteints de formes modérées a légeres. 1l Sagit d une immunothérapie destinée a
renforcer ou créer une réaction immunitaire intracérébral e contre les plaques amyl oides produites en
exces.
Une éude portant sur I’homme a montré que chez dix huit patients traités, 6 % ont développé un
tableau de méningo-encéphalite auto-immune en moyenne aprés deux injections vaccinales
(Orgogozo et al., 2003). Le plus souvent, |’évolution a été favorable avec une réaction
inflammatoire dans le LCR et |la présence d’ anticorps anti-amyloide dans le sang et dansle LCR a
un niveau proche des sujets vaccinés. Ces données suggérent une mediation par des lymphocytes T
et une activation microgliale d'autant que la contrble anatomopathologique du sujet vacciné et
décédé a montré un infiltrat inflammatoire et une résorption de plagues amyloide avec des cdlules
géantes. L'éude a éé interompue dés la constatation de ces encéphalites.
Les études futures devront donc tenir compte de cette complication. Toutefois, la présence d'un
phénomeéne de résorption de I’ B par un biais d’immun# cellulaire s avére optimiste pour ce type
d approche a travers|’ utilisation de fragments d’ AR moinsimmunogenes. (Laurent et al., 2007)
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I1. Cytokines et neuroinflammation :
I1.1. Les cytokines, médiateurs de I’'immunité:
11.1.1. Introduction :

Les cytokines sont des médiateurs protéiques de faible masse moléculaire, produits par la quasi-
totalité des cellules de I'organisme. Elles jouent un réle maeur dans la communication
intercellulaire. De ce fait, ces biomolécules contribuent a I’homéostase de |’ organisme et sont
impliquées dans la totalité des processus phys ol ogiques et pathol ogi ques.

Les cytokines agissent par I'intermédiaire de récepteurs spécifiques, et condituent un vaste réseau
qui régule lesinteractions celulaires au sein du systéme immunitaire et assure ses relations avec les
autres systemes de I’ organisme (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat., 1996 ; Touil-boukoffa et
al., 1998 ; Le Naour et al., 2000).

I1.1.2.Caractéristiques generales :

Les cytokines forment un ensemble hétérogéne de mol écules, a courte durée de vie, impliquées dans
des fonctions diverses telles que |I"’hématopoiese, la réponse immunitaire, la réponse inflammatoire,
le contréle de la prolifération cellulaire et des mécanismes de différenciation.

Les cytokines sont des petites protéines, le plus souvent glycosylées, dont la masse moléculaire est
habituel lement comprise entre 15 et 25 KDa a I’ exception de la famille des chimiokines dont le PM

moyen et de 8 KDa (Combarnoux, 1996 ; Gentet, 1997).

La majorité des cytokines sont sécrétées deés la fin de leur synthése aboutissant a la libération de la
forme soluble. L’IL-1 et le TNF-a pésentent |’ originalité de pouvoir ére stockés dans la celule,

maj oritairement sous la forme d’ un précurseur, et exprimés sur la membrane (Gentet, 1997).

Les effets biologiques d’'une cytokine ne peuvent donc étre compris, étudies et analysés qu’en
prenant en compte le contexte phys opathologique dans lequel la cytokine exerce son activité. La
production en cytokines est faible, elles sont actives a des concentrations de I’ ordre du nanomol es ou
du picomoles. Certaines cytokines, produites en abondance sous I'influence du systéme
d amplification (boucle de contréle) peuvent agir a distance de fagcon endocrine, au sein du systéme
immunitaire ou sur d’autres organes ou systémes (systéeme nerveux central ou endocrinien) (Touil-
boukoffaetal., 1998 ; Le Naour et al., 2000).

11.1.3. Mode d’action des cytokines:

Les cytokines agissent rarement seules, mais de maniére conjointe avec d'autres cytokines ou

d autres effecteurs (antigénes, agents mitogénes), créant tout un réseau de communication cdlulaire.

Afin de mieux éudier cesinteractions, des définitions ont &é données aleurs attributs:

e Pléiotropie: capacité pour une cytokine d'induire différents effets biologiques suivant leur
cible ou d'activer plusieurs cibles différentes.

e Redondance: différentes cytokines ont |e méme effet biologique.

e Synergie: leseffets combinés de deux cytokines sont supérieurs a leurs effets separés.

e Antagonisme: capacité d'une cytokine d'inhiber un effet biologique.

e Induction de cascadess wune chaine de communication cdlulaire sétablit.

(Arkin et al., 2003; Goldsby et al., 2003 ; Zdanov et al., 1996)

11.1.4. Structure des cytokines:

La plupart des cytokines possedent une sructure hélicoidale plus ou moins compacte, dont la
conformation et maintenue par des ponts disulfure intracaténaires entre des résidus cystéine. De
nombreuses cytokines présentent une gructure riche en &élices : 4 hélicas en position
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antiparallde formant le corps de la molécule, dont la structure indispensable a I'activité est
maintenue par un ou des ponts disulfure. D’autres sont riches en feuillets  ; ou encore congtituéees,
comme les chimiokines d une hdlice a et d’un feuillet B. @néralement, les cytokines agissent sous
forme de monoméres, quelques rares cytokines présentent une forme active dimérique ou trimérique
(Gentet, 1997).

11.1.5. Classification des cytokines:

On digtingue classiquement plusieurs familles de cytokines qui se caractérisent par leurs propriétés
bi ol ogi ques dominantes, ou du moins celles qui ont conduit aleur identification.

11.1.5.1. Les interleukines (IL):

Ce sont des cytokines produites principalement par des leucocytes. Elles peuvent ére impliquées
dans I’ hématopoiese, participer aux mécanismes de I’inflammation (cytokines pro-inflammatoires),
ou étre plus spécialisées dans les communi cations intercel lulaires au cours de la réponse immunitaire
innée ou adaptative. Plusieurs interleukines sont identifiées a ce jour. Elles sont identifiées par un
numéro (IL-l, IL-2, . . .) sedon une nomenclature internationale (Gentet, 1997 ; Le Naour et al.,
2000).

11.1.5.2. Les interférons (IFN):

La famille desinterférons (IFN) comprend plusieurs molécules, les IFN de tygeFN  -a, B, o, 1) et
type IT IFN-y). Les IFN ont en commun une activité antivirale et antiproliférative. L' IFN- y n’a pas
d homologie évidente avec IFN- a etf3. L’IFN - y est une cytokine produite par les lymphocytes T
(Thl), CD4 et CDS8, et les cellules NK. Il induit I’ expression des molécules de classe II du CMH, la
différenciation des monocytes en macrophages et I'activation de leurs différentes propriétés de
phagocytose et de production des dérivés oxygénés, de monoxyde d' azote, et d’ autres mécanismes
bactéricides (Touil-boukoffa et al., 1998 ; Schroder et al., 2004 ; Stetson et Medzhitov, 2006).
Les IFN de type III, comprend 'TFN-A1, A2 et A3 ordté récemment identifiés ( Kotenko et al.,
2003 ; Koyama et al., 2008).

11.1.5.3. Les facteurs de nécrose des tumeurs (TNF):

La famille des facteurs nécrosant des tumeurs comprend deux membres: le TNF-o et le TNF-3. Ces
deux molécules ont é&é découvertes pour la premiére fois en 1975 par Carswell et al alabase deleur
activité cytotoxique sur les tumeurs d ou leur nomination (Carswell et al., 1975). Les deux
molécules partagent 30% d homologie de structure et se lient aux mémes récepteurs. Quoique
fonctionnellement tres proches, eles sont produites par des types cellulaires différents. Les deux
mol écul es sont douées d’ activité immunomodulatrice et de pouvoir cytotoxique (Abe et al., 2003).

11.1.5.4. Les hématopoiétines:

Cette famille de facteursinducteurs de la prolifération et de la différentiation hématopoiétique, inclut
différents membres dont certains portent la dénomination de CSF (colony stimulatory factor). Les
CSF, sont des facteurs de croissance hématopoiétiques, ils peuvent aussi jouer un role stimulant
d activateurs fonctionnel s des cellules matures dont ils ont permisla différenciation. L’IL-13 agit sur
des précurseurs tres immatures et permet la formation de colonies de cdlules différenciées de
diverseslignées cdlulaires (Gentet, 1997).
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11.1.5.5. Les chémokines:

Ces une large famille de petites protéines (8-15 KDa) chémoattractantes qui controlent la
circulation des subpopulations spécifiques de leucocytes dans les conditions physiologiques et dans
les processus pathologiques. Elles sont classées a leur tour, selon I’ arrangement des résidus cystéine
du coté N terminal, en quatre familles: C, CC, CXC et CX3C. Les chémokinesjouent un role dansle
recrutement des leucocytes impliquant leur accumulation dans les sites inflammatoires, induisent leur
activation et contrélent la différenciation des lymphocytes ains que leur fonction effectrice (Rollins,
1997 ; Loetscher et Clark-Lewis., 2001).

11.1.6. Récepteurs des cytokines:

Les effets d’ une cytokine sont conditionnés par les concentrations relatives disponibles au voisinage
des cdllules cibles, ains que par le nombre et la nature des récepteurs exprimes a leur surface.
L’expression des effets biologiques des cytokines nécessite en effet leur interaction avec des
récepteurs spécifiques exprimés a la surface cellulaire. La connaissance de la structure, des
meécanismes d expresson et daction de ces molécules représente un inté&ét majeur en
phys opathol ogie et dans la recherche d’ effecteurs thérapeutiques. (Tableau 02)

On peut distinguer cing familles de récepteurs de cytokines :

e Lesrécepteurs d hématopoiénes : les membres de cette famille de récepteurs, ditsdetype .

e Lesrécepteursdesinterférons: lesrécepteurs de cette famille, ou récepteurs detypell.

e La superfamille des immunoglobulines: certains récepteurs sont constitués dans leur région
extracdlulaire exclusvement des domaines globulaires qui définissent la superfamille des
immunogl obulaires.

e La famille du récepteur du TNF: Plusieurs membres de cette famille sont caractérisés par la
présence dans le domaine intracellulaire d’ un sous domaine capable d'interagir avec les médiateurs
de I’ activation des caspases et dénommeé’’ domaine de mort’” ;

e Les récepteurs des chimiokines: ces récepteurs comportent 7 domaines transmembranaires
associés aune protéine G.

Récepteur Principaux ligands Principales cellules présentant ce

ASSOCIEs

type de récepteur

Récepteur de la superfamille des
immunoglobulines

Récepteurs des cytokines de classe |

Récepteurs des cytokines de classe 11

Récepteurs des TNF

Reécepteur des chémokines

1L-1,
M-CSI,
C-kit

IL-2a%9et 11 al3, 15
GM-CSF,

G-CSE,

OSM, LIF, CNTF
Hormone de croissance,
Prolactine

IL-10,

IFN-a, B,y

TNF o et .
CDyg .
Nerve Growth Factor

1L-8

Lymphoeytes Ty, B, NK

Cellules endothéliales musculaires
Macrophages et neutrophiles
IHepatocytes

Lymphocytes Ty et T activés
Certaines cellules NK et T¢ au repos
Mastocytes

Macrophages

Cellules présentatrices de I"antigéne
Leucocytes et fibroblastes,
lymphocytes Ty 1, T, cellules NK.
Cellules nerveuses

Lymphocytes B

MNeutrophiles

Tableau 02 : les familles de récepteurs de cytokines, leurs principaux ligands et principales cellules
les exprimant. (Assadullah, K et al., 2003 ; Boulanger, M. J et al., 2003 ; Goldsby R.A et al., 2003)
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Plusieurs récepteurs pour des cytokines différentes partagent une chaine commune, comme par
exemple la chainey des récepteursde I’'lL -2 et I'IL-15, ou la chaine o desrécepteursde 1'IL-4 et de
1'IL-13. Ceci explique en partie les smilarités des activités biologiques de certaines cytokines.
Plusieurs récepteurs, ou fragments de ces récepteurs, peuvent se trouver sous forme soluble (par
exemple : chaine o du récepteur a I'lL-2, chaine a du récepteur a 1'IL-6, récepteurs solubles du
TNF), et interferent avec les activités biol ogiques des cytokines (Le Naour et al., 2000) .

11.1.7. Cytokines et régulation de la réponse inflammatoire et immunitaire :

11.1.7.1. Les cytokines, protéines médiatrices de I’inflammation :

L’inflammation est un processus physiologique qui apparait en réponse a de nombreux stimuli qui
peuvent étre déclenchés. L’inflammation débute par une phase aigue, d'ingallation rapide et de
courte durée, généralement accompagneée d’ une réponse systémique caractérisée par |’ augmentation
de nombreuses protéines seriques. Au cours de certaines pathologies, une activation immune
persstante peut conduire a un éat inflammatoire chronique responsable d effets délétéres. De
nombreuses cytokines participent au dével oppement de la réponse inflammatoire aigue ou chronique.
L'IL-1, I'IL-6 et le TNF-a sont des cytokines activité pro -inflammatoire dont | es effets pl é otropes
et redondants contribuent a I'ingallation d une réponse inflammatoire. L’IL-1 et le TNF-a sont
responsables d’ une augmentation importante du niveau d expression des molécules d’ adhésion a la
surface des cellules endothéliales vasculaires. Ceci contribue & une adhésion massve des
polynucléaires neutrophiles circulants, des lymphocytes et des monocytes a la paroi vasculaire,
facilitant ainsi |e passage dela barriére endothéliale et |a col onisation tissulaire.

En particulier, 1'IL-1 et le TNF-a stimulent la production par les macrophages, de la chimiokine IL-
8. L'IL-8 aind produite agit comme un facteur chémoattractant vis-a-vis des polynucléaires
neutrophiles qui adhérent a la paroi vasculaire. Lors de la persstance de I’agent pathogene, une
réponse inflammatoire chronique peut singaller. Deux cytokines ont un réle central dans le
dével oppement de cet éat inflammatoire chronique, il s agit du TNF-a et de I’'TFN-y. Le 6le majeur
de 1I'IFN- y au cours de lagponse inflammatoire et de participer a1’ activation des macrophages.
Cette activation a pour conséguence une augmentation de I’ expression des mol écules de classe |1 du
CMH, une augmentation de la production de monokines, une induction de la NOS2 et une
augmentation de |’ activité microbicide (Cope, 1996 ; Galanaud et Emilie., 1997 ; Le Naour et al.,
2000).

Les lymphocytes T CD4+ ont éé subdivisés en différentes sous populations en fonction de leur
« profil cytokinique ». Ces sous populations incluent Thl, Th2 et les T reg (Weaver et al., 2006).
Récemment, une autre population des T a éé décrite, Th1l7. Ces cellules sont caractérisées par la
production des cytokines pro-inflammatoires, principalement I'lL-17. Plusieurs travaux ont montré
I’implication de cette cytokine dans I'initiation et le développement de I’'inflammation chronique
(Weaver et al., 2006 ; Furuzawa-Carballeda et al., 2007; Piccirillo, 2008 ; Gaffen, 2008).

11.1.7.2. Les cytokines (Thl, Th2, Treg et Th17) et I’'immunorégulation:

L’ ensemble des interactions fonctionnelles mettant en jeu les cytokines définit la notion de réseau.
Au sein de ceréseau, S articulent des cytokines immunorégulatrices.

En effet ¢’'est en 1986 que Mosmann et al. montrent dans un modéle murin que les lymphocytes T
CD4+ peuvent ére divises sur la base de leur profil de sécrétion cytokinique en deux sous-
populations, les lymphocytes Thl et Th2 (Mosmann et al., 1986). Ces deux types de lymphocytes
Th dérivent d' un précurseur commun, sécrétant de I’IL-2 mais ne sécrétant ni IL-4, ni IFN-y. La
gtimulation via son TCR conduit ce précurseur a se différencier en lymphocyte THO produisant a la
fois des cytokines de type 1 et de type 2. La différenciation en lymphocytes Thl ou Th2 dépendra
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ensuite de facteurs environnementaux comme les cytokines. L’IL-12 est essentielle au
dével oppement, a la prolifération et al’ expresson génique des lymphocytes Thl, ¢’ est une cytokine
hétérodimérique de 75 kDa composée de deux sous-unités p35 et p40. Elle est typiquement sécrétée
par des cellules dendritiques activées via leur TLR (Toll Like Receptor) qui ont été exposées a des
ligands tels que du LPS ou des motifs CpG (Reiner, 2007). L’IL-12 peut-é&re également sécrétée
par des cellules dendritiques et des macrophages en réponse a un parasitisme par des procaryotes ou
des eucaryotes intracellulaires aing que par certains virus (Hsieh et al., 1993). Lerble de I'lL-12
dans la polarisation et |e développement de la réponse Thl est renforcé par son action répressive sur
I’ expression du facteur de transcription Gata-3, régulateur clé du développement Th2 (Ouyang et
al., 1998). L’IFN-y est la cytokine Thl par excellence. En effet, la sgnalisation induite en aval de
son récepteur va permettre d'activer via STAT1 le facteur de transcription T-bet requis pour la
polarisation Thl (Afkarian et al., 2002) (Figure 07). L'IL-4 e, quant a le, la cytokine qui va
permettre |’orientation vers un phénotype TH2. La principale source d'IL-4 semble ére les
lymphocytes T CD4+ eux-mémes, mais elle peut étre également produite par les mastocytes, les
basophiles et les cdlules NKT (Natural Killer T) (Le Gros et al., 1990; Noben-Trauth et al.,
2000). La sgnalisation induite par I’ L-4 promeut via STAT6 la transcription de genes spécifiques
Th2, dont |e facteur de transcription clé dansla polarisation Th2 : Gata-3 (équivalent de T-bet pour
lesThl) (Figure 07). En effet, des souris déficientes pour I’ [L-4 ne développent pas de réponse Th2
(Kuhn et al., 1991).

Les lymphocytes Th sont appelés « helpers » ou auxiliaires car ils permettent d'aider au
développement de la réponse lymphocytaire B notamment en participant a la commutation
isotypique. Les Thl vont, via la séerétion d' IFN-y permettre la commutation en immunoglobulines
G2a (1gG2a), qui fixeront le complément. Les Th2 par leur sécrétion de cytokines favorisent la
commutation en IgE et 1gG1, ces |g produites par les lymphocytes B vont &re impliquées dans les
réponses atopiquesains que dans|les réponses allergiques.

Récemment, de nouvelles données ont suggeéré que le choix de lignage pour les lymphocytes T
CD4+ « helpers » n' &ait pas auss binaire que celui décrit jusqu’a présent. Au grand débat sur les
mécanismes de la différenciation Th1/Th2 s gjoute un degré de complexité supplémentaire avec la
découverte d une nouvele sous-population de lymphocytes T CD4+ « helpers » : les lymphocytes
Thl7 (Dong, 2006; Weaver et al., 2007).

Leur découverte est due a la mise en lumiére de nouvelles cytokinescomme I’ IL-17 et I'[L-23, mais
également due a I’ attribution de nouveaux roles joués par des cytokines pléiotropiques telles que le
TGF-B ou I'IL-6. Des 2005, des études ont suggéré que les Thl7 ne seraient pas un variant des
lignées Thl ou Th2, mais bien un lignage a part entiere. En effet, en absence d'IL-4, d'IFN-y et
indépendamment des facteurs de transcription STAT1 et STAT6, on a une différenciation de
précurseurs naifs en lymphocytes Thl7 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). D’ autres
équipes ont rapidement montré I'importance de I'lL-23 dans le maintien des réponses Th1l7 mais
qui n'éait pas critique pour I'induction du lignage Thl7. |l apparait plutét que ce soit la
combinaison d'IL-6 e de TGF-f qui soit cruciale dans le développement d une réponse Thl7
(Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006). De plus, I’identité cellulaire de cette population a &é
confirmeée par la découverte d un facteur de transcription spécifique : R@Rlont 1’expression est
inductible par la combinaison d'IL-6 et de TGF-p (Ivanov et al., 2006). Les Th17 ont en plus de
leur réle dans la protection de I’ héte contre |les pathogenes une importance fonctionnelle au niveau
des manifestations d’ autoimmunité.

En effet, une souris déficiente pour R@Ru  bien pour I'lL-6 présente une absence de cellules
Th17 infiltrant les tissus périphériques et une atténuation du développement de pathol ogies auto-
immunes (Ivanov et al., 2006). Une notion intéressante mise en lumiére par Bettelli etal. est qu’il y
aurait, en fonction de la quantité de TGF-p et d’IL-6 présente dans le microenvironnement, une
différenciation des précurseurs T CD4+ soit en Ti-Treg (TGF-B induced Treg, néo-conversion de
lymphocytes T CD4+ CD25- Foxp3- en lymphocytes T CD4+ CD25+ Foxp3+ régulateurs) si la
concentration en TGF-B est supérieure, soit en lymphocytes Thl7 effecteurs s la concentration en
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IL-6 est plus importante. Il y aurait un développement réciprogue & une balance entre les
lymphocytes T effecteurs et T régulateurs. En situation physiologique, le TGF- pépondérant,

favoriserait la génération de Treg afin d' assurer la tolérance périphérique au soi, alors que dans une
stuation phys opathologique et inflammatoire, I'IL-6 produit par les celules de I'immunité innée
favoriserait plutét le développement d’ effecteursafin d’ assurer une réponse optimale (Bettelli et al .,
2006) (Figure 07). Récemment, Mucida et al. ont identifié un méabolite de la vitamine A, I'acide
rétinoiqgue comme régulateur clé de la polarisation TGF-§ &pen dante des réponses immunes.
L’acide rétinoique serait en effet capable d'inhiber I'induction proinflammatoire via I'lL-6 de
cellules effectrices Th17 et de promouvoir la différenciation en Treg des précurseurs T (Mucida et
al., 2007).

La compréhension du choix initial de lignage effecteur pour une cellule T CD4+ naive a été rendue
plus complexe avec la découverte du nouveau lignage Thl7. Il est donc imaginable a I'heure
actuelle que I'intégration de signaux pour |’engagement vers un lignage peut encore gagner en
complexité et en plasticité, avec notamment la divison asymétrique des cellules T précurseurs. En
effet, suivant le type de pathogéne et la qualité de I’ interaction avec la CPA, une méme cdlule T
pourrait alors répartir de maniere asymétrique les protéines impliquées dans la signalisation, dans e
choix des lignages assurant ainsg une modulation rapide et adaptée de la réponse immunitaire
adaptative (Chang et al., 2007).

Cellule dendritique

+IL-4 + IL-6 - IL-6
} IL-23 | |
IL-Z
Tl T A7 Ti-Treg

Figure 07: Ladifférenciation deslymphocytes T « helpers ». (Reiner, 2007)

11.1.8. Cytokine et systeme nerveux centrales:

La présence de cytokines fonctionnelles et de leurs récepteurs dans le SNC a éé mise en évidence
pour la premiére fois par Breder et Plata-Salamon qui ont démontré dans le cerveau I’ activité
biologique et I'immunoréactivité des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et TNF-o. (Breder et a/.,
1988 ; Plata-Salaman et &/., 1988). Par la suite, des travaux ont montré que les cellules nerveuses
(neurone, astrocyte, oligodendrocyte et microglie) étaient capables d'exprimer les messagers, les
protéines, ou lesrécepteurs des cytokines al'état basal.

Les cytokines sont impliquées dans le syséme immunitaire mais également dans divers processus
physiologiques ou pathologiques dans les systémes nerveux central et périphérique. Elles peuvent
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activer des cdlules résdentes du SNC (astrocyte et microglie) qui pourront sécréter a leur tour des
cytokines (Burger et Dayer., 1995). Paralldement, elles modulent la différenciation et la survie
des cellules nerveuses. Cependant, les interactions entre systeme immunitaire et systéme nerveux
peuvent ére bidirectionnelles. En effet, la balance cytokinique (Thl versus Th2) peut étre a son tour
modul ée par I’ action de neurotransmetteurs ou neuropeptides, produits par les neurones (Szelenyi,
2001). Ainsi, ces systémes sont éroitement liés (del Rey et a/., 1981; Elenkov et a/., 2000).
Physiologiquement, |I'expression des différentes cytokines dans le SNC est strictement régulée.
Mais dans des conditions pathologiques, leur expression peut ére temporellement et spatialement
modifiée comme apres une ischémie ou |'on observe une augmentation de TGF-f1 dans les
neurones de |” hippocampe (Zhu et a/., 2000).

11.1.9. Cytokines et pathologies:

Compte tenu de I'interaction du réseau des cytokines avec tous les systemes de I’ organisme, il est
évident que des hyper ou hypo-expressons de cytokines, de leurs récepteurs ou des systémes de
transduction qui leur sont associes, sont impliqués dans le développement de processus
pathol ogiques.

11.1.9.1. Cytokines et maladies auto-immunes :

Le rdle des cytokines dans | es pathologies auto-immunes a été largement éudié. Certaines cytokines
peuvent ére impliquées dans I’initiation du processus auto-immun, d’ autres sont des médiateurs de
la phase effectrice de destruction des tissus et cellules cibles de la réponse auto-immune. Les
cytokines jouent en effet un réle majeur dans I’ activation ou la régulation négative des celules T
auto-réactives. Le recours a des modées expérimentaux animaux a largement contribué a la
compréhension du role des cytokines dans 1'é&ablissement et les processus de progression des
maladies auto-immunes. Sur la base de ces modeles expérimentau, il a é&é proposé I’implication des
cytokines Th-1 dans la pathogenése de certaines maladies auto-immunes spécifiques d organe, et le
caractere inhibiteur des cytokines Th-2 dans le développement de ces mémes pathologies.
Cependant, cette smplification Th-1 /Th-2 reste relativement peu opérante dans la majorité des
maladies auto-immunes systémiques pour lesquelles on retrouve des profils évolutifs de cytokines au
niveau de la circulation et des organes cibles, en fonction du stade de la maladie (Falcone et
Sarvethick, 1999 ; Le Naour et al., 2000 ; Loannou et Isenberg., 2000 ; Mclnnes et Schett.,
2007).

11.2. La neuroinflammation:

Dans la plupart des atteintes neuroinflammatoires d éiologie immune ou infectieuse, la réponse
inflammatoire est caractérisée par une inflammation médiée par les lymphocytes T et les
macrophagesinfiltrés, associée a une activation microgliale.

Les cellules de la Microglie représentent |e systéme immunitaire inné de cerveau et par conséguent
la premiére ligne de la défense contre les infections bactériennes, virale ou fongique. L’ activation
microgliale peut contribuer de maniére significative aux dommages neuronaux. La microglie, les
agrocytes et méme les neurones contribuent directement & la neuroinflammation chronique.
L’AB peut également favoriser la neurodégénération par les mécanismes paralléles comprenant
I'activation des cellules microgliales et les asgrocytes qui vont déclencher une réponse
inflammatoire (Tan et al., 1999 ; Akiyama et al., 2000). Une fois activé, les cellules microgliales
Peuvent recruter les astrocytes qui augmentent activement la réponse inflammatoire autour des
déepdts extracelulaires dfj\ en produisant  Les composants neuroinflammatoire telles que: les
cytokines, les protéines de la phase aigue de I'inflammation, la cascade du complément, les
enzymes inflammatoires (NO synthase inductible (iNOS) et la cyclooxygenase-2 (COX-2)). Tous
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ces facteurs peuvent contribuer au dysfonctionnement et la mort neuronal (Bezzi et al., 2001 ;
Abbas et al., 2002).

11.2.1. Les cellules impliquées dans la neuroinflammation:

11.2.1.1. Les neurones:

Les neurones, responsables du stockage et de la transmission de I'information, sont désignés selon
leur morphologie, leur localisation et leur fonction (neurone excitateur ou inhibiteur). Ils ont la
capacité de générer un signal éectrique transmissible d'un neurone a I’autre au niveau d une
synapse grace a un neurotransmetteur (Exemple : glutamate, principal neurotransmetteur excitateur
ou le GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur).

Des travaux récents suggérent que les neurones peuvent produire des médiateurs de
I’inflammation. En effet, les neurones peuvent servir de source du complément, (Rozemuller et al.,
1989b ; Natarajan et lumineux., 2002 ; Davis et La Roche., 2003; Pavlov et Tracey., 2005;
Moore et al., 2005 ; Simard et al., 2006), et pluseurs cytokines, comprenant IL-1p, IL-6, et TNF-
a (Aloisi et al., 1992; Thery et al., 1992 ; Breder et al., 1993 ; Tchelingerian et al., 1994 ; Yan
et al., 1995 ; Botchkina et al., 1997; Gong et al., 1998; Murphy et al., 1999; Orzylowska et al.,
1999; Suzuki et al., 1999; Kim et al., 2001; Szczepanik et al., 2001b; Grammas et Ovase., 2001
Hoozemans et al., 2004;) et M-CSF (Du et al ., 1997).

Il est possible que les neurones soient impliqués dans I’ exacerbation de la réaction inflammatoire
locale et contribue aing a leur propre destruction ; par I’expresson de [I''NOS (Vodovotz et al.,
1996 ; Lee et al., 1999 ; Heneka et al., 2001), qui générent le monoxyde d azote, qui une fois
associé al’anion superoxyde produit le peroxynitrite qui est al’ origine de la mort neuronale dans la
maladie d' Alzheimer (Boje et Arora, 1992 ; Smith et al., 1997; Heneka et al., 1998). Par contre,
le TNF-a et une faible concentration de NO conférent une neuroprotection au systéme nerveux
central contre uneréaction inflammatoire locale. (Heneka et O’banion., 2006)

11.2.1.2. Les cellules gliales:

Les cellules gliales sont 10 fois plus nombreuses que les neurones. Aing, sont définis les astrocytes,
les cdlules microgliales, les oligodendrocytes et les épendymocytes. Au-dela de leur réle de
soutien, les cdlules gliales participent au maintien de I’ intégrité du SNC; leur réle est d assurer le
fonctionnement neuronal, que ce soit dans des Stuations physologiques ou lors d'agressons du
SNC (infection virale par exemple).

11.2.1.2.1. Les Astrocytes:

I1s représentent environ 50 % du nombretotal des cellules du SNC. IIssont alafois présents dansla
substance grise et la substance blanche (Eng and Shiurba., 1988). Le role essentid des astrocytes
est la régulation de la composition du milieu extracellulaire par capture des neurotransmetteurs et
du glucose. Par ailleurs, leur capacité a méaboliser ces composés, les rend également des
fournisseurs d'énergie pour les neurones. Les astrocytes participent ala dégradation et I’ dimination
de B-amyloide et forment une barriére protectrice entre les dépofs d'Aes neurones ( Wyss-
Coray et al., 2003 ; Koistinaho et al., 2004). La présence d'un nombre élevé d'astrocytes autour
des plaques amyloides, suggere I'implication des chimiokines dans |e recrutement des astrocytes.
(Nagele et al., 2003). Le role des astrocytes dans le processus inflammation a éé démontré par
plusieurs chercheurs. En effet, ils expriment I''NOS et I" arginosuccinate synthetase qui contribuent
dans la production du NO. (Heneka et al., 2001 ; Heneka et Feinstein., 2001). L’ activation des
agtrocytes est observée dans le stade précoce de la maladie d' Alzheimer. (Heneka et O’banion.,
2006)
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11.2.1.2.2. Les cellules microgliales:

Ce sont des cellules de petite taille avec de nombreux prolongements fortement ramifiés. Elles sont
localisées en abondance dans la substance grise. Les cdlules microgliales, de méme que les
agtrocytes, participent aux processus immuno-inflammatoires dans le SNC : elles proliférent en cas
de lésions, sont capabl es de phagocytose et sont présentatrices de I’ antigéne aux lymphocytes T du
syséme immunitaire. C’ est pourquoi, elles sont encore appelées | es “ macrophages’ du SNC.

Dans les conditions pathologiques, ces cdlules activées, migrent et entourent les cellules
endommagées ou mortes, pour diminés les débris celulaires. (Fetler et Amigorena., 2005). La
microglie activée exprime une variété de récepteurs, principalement le complexe
d'histocompatibilité et le récepteur du complément (Liu et Hong., 2003). Lescellules microgliales
liberent une variéé de médiateurs proinflammatoires comprenant; les cytokines, les especes
réactives d'oxygene, les facteurs de complément, les especes de radical libre et le monoxyde
d azote. Ce qui peut contribuer au dysfonctionnement et la mort des cellules neuronal es, créant ainsi
un cercle vicieux (Griffin et al., 1998).

11.2.2. Les interactions entre le SNC et systeme immunitaire:

De par la présence de la barriére hématoencéphalique, le SNC a éé pendant longtemps consdéré
comme un organe isolé du reste de I’ organisme. Par ailleurs, la faible expression des molécules du
complexe majeur dhisocompatibilité (CMH) de classe | et Il a conduit a le supposer
immunol ogiquement privilégié. Ces concepts ont é&é abandonnés lorsqu’a é&é mise en évidence la
présence de cellulesimmunes dans le LCR.

Paralldlement, le systéme immunitaire, qui n'affectait, ni n' &ait affecté par aucun autre systéeme
physologique, é&ait consdéré comme un systeme autonome. Or, lors de I’infection d’ un individu,
celui-ci présente divers symptémes (fievre, tremblements, anorexie, ...) mettant en jeu différents
systémes ou organes. Il apparait donc que le systéme immunitaire est fortement lié a d autres
systémes physiologiques comme les systémes neuroendocriniens (Besedovsky et del Rey., 1992)
ou digedtifs (Uehara et al, 1992). Des interactions cellulaires entre le SNC et le systéme
immunitaire ont été suggérees. En effet, au cours d’ une inflammation du SNC, I'infiltration dans le
parenchyme cérébral et le LCR de lymphocytes T, de lymphocytes B et de nombreux macrophages,
est corrélée a la présence de cellules microgliales activées (Plata-Salaman, 1991 ; Engelhardt et
al., 2001). Cette hypothése est renforcée par la mise en évidence dans le SNC de cytokines, de
chimiokines et de leurs récepteurs respectifs (Breder et a/., 1988 ; Plata-Salaman et a/., 1988).
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I11. Le Monoxyde d’Azote:

I11.1. Introduction :

Le monoxyde d azote (NO) est un gaz liposoluble capable de diffuser rapidement et librement a
I"intérieur, comme a |’ extérieur, des cellules. Le NO est un radical libre apparié particuliérement
labile, dont la courte durée de vie (in vivo) de l'ordre de 6 a 10 secondes avant d'étre transformeé par
I'oxygéne et |'eau en nitrites et nitrates (Vergely et Rochette., 2002).

En effet, le NO joue un réle essentid dans la physiologie de nombreux systémes: nerveux,
cardiovasculaire, digestif, immunitaire (Crepel et Lemaire., 1995 ; Dugas et al., 1995). Ces actions
pléotropique fait de lui une cible pharmacologique pour le traitement d une variété de désordres et
de pathologies: Le choc septique (Fukoto et Chaudhui., 1995), I'lschémie cérébrale (Crepel et
Lemaire., 1995), les maladies neurodégénératrices et I’ inflammation chronique.

I11.2. Mécanisme Biosynthése du NO :
Dans|'organisme, le NO et synthétisé a partir del'arginine libre en deux étapes:

1) L’hydroxylation d’'un des deux atomes d azote terminaux du groupement guanidine de L-
arginine entrainant la production d'un intermeédiaire relativement stable la N- hydroxy-L-
arginine (NOHA) (Alderton et al., 2001).

2) Le mécanisme d’ oxydation de la NOHA catalysé par les NOS est mis en jeu, en effet,
I’atome de fer héminique est réduit par un éectron provenant du NADPH avant de fixer une
molécule d' oxygene. Le peroxyde de fer formé réagit avec la NOHA pour former un
intermédiaire qui se décompose en NO, citrulline et atome de fer héminique (Sennequier et
Vadon-le Goff., 1998 ; Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Alderton et al., 2001 ; Stuehr et al.,
2004).

Le monoxyde d'azote et synthétisé par une famille d’ enzymes appelées les NO synthases,
différentes par leur localisation génomique et leur distribution celulaire. Les NO synthases
consomment du 3-ni coti nami de adénine dinucl éotide réduit (NADPH) et de I'oxygéne moléculaire
afin d’ oxyder la L-arginine en L-citrulline et en monoxyde d’ azote (Marletta, 1989 ; Moncada et
al., 1989 ; Nathan et Hibbs., 1991 ; Nathan et Xie, 1994; Drapier et al., 1997 ; Touil-Boukoffa
et al., 1998). (Figure 08)

< Felll D C Felll > C Fe'” < Fell D
 OH X oH H R
HaN rlq HE’D r~|4 Dg{ NQD HoN DHD
g "y >r :
NH NH
NO
142 NADPH
HaN cO
NOHA C|tru|lme

Figure 08: Laréaction de synthese du NO (Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998).
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111.3. Les NO synthases :

Chez lesmammiféres, le NO est essentiellement synthétisé par un groupe d’ enzymes nommeé NO

Synthases (EC1.14.13.39). Ces derniéres oxydent la L- Arginine en L- Citrulline avec formation de
NO (Tutejaet al., 2004). LesNOS ont été classées en troisisoformes, qui sont les produits de trois

genes différents situes sur des chromosomes digtincts; il s agit de: (Tableau 03)

LaNOS 1 (isoenzyme detype 1 ou NOS neuronale) congtitutive.
LaNOS 2 (isoenzyme de type 2 ou iNOS) inductible.
x5 LaNOS 3 (isoenzyme de type 3 ou NOS endothéliale) constitutive.

X/
°

*
°

3

MNOS-1 MNOS-2 MNOS-3
Type constitutive inductible constitutive
Localisation cytosol cytosol cytosol,
membranes,

mitochondries

Modifications phosphorylation phosphorylation myristoylation

post- par I'acide aming 1G2)

transcriptionnelles 372 palmytoylation
IC15 et C26)
phosphorylation

Mormbre 1434 1153 1294

d'acides amines

Masse moleculaire 160 kDa 130 kDa 133 kDa

Nombre de paires = 15.10¢ 3.7.10° 2,1.10%

de bases du gene

Localisation
du gene humain

Mombre d'exons

Activation

Co-facteurs
identifies

chromosome 12,

region 12g24-
qter

29

Augmentation
de la [Ca®],

chromosaome 17,

region 17 cen-
ql1.2

26

Expression
stimulee par
cytokines et/ou
endotoxines

MADPH, FAD, FIMM,

BH,, heme

chromosome 7
region 7g35-36

26

Augmentation
de la
[Ca®],

Tableau 03: Caractérigtiques des troistypes de NO-synthase humaine.
(Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)
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Les différences majeures entre ces isoformes sont leur mode d expression, (les NOS 1 et 3 sont
congtitutives (CNOS), laNOS2 est inductible) et larégulation desNOS 1 et 3, maispas delaNOS 2,
par la concentration en ions calcium. Aing, les cNOS produisent rapidement de faible quantité de
NO en réponse & une augmentation de Ca®* intracellulaire (min) alors que I'iNOS produit 1000 fois
la quantitt de NO que celle produite par les cNOS apres leur induction.

L'activation des isoformes neuronales et endotheliales, se fait par la voie des inositols triphophates
(IP3), un déivé du phosphatidylinositol. Son activation secondaire, déclenche une cascade
d'événements, va permettre la libération du calcium contenu dans le réiculum endoplasmique. La
liaison du calcium a la calmoduline va entrainer un changement conformationnel déclenchant un flux
d'électrons a partir du NADPH. La forme inductible (iNOS ou NOS de type 1) est, quant a €elle,
principalement dépendante d'une régulation transcriptionnelle. La calmoduline étant liée
constamment a cet isoforme, son activation ne nécessité pas d’ augmentation du taux de calcium,
mais a comme facteur limitant la présence de certain cofacteurs, comme le BH4. (Petros et al.,
1994).

En revanche, les NOS possedent la méme structure générale. En effet, ces enzymes dimériques sont
composées de 2 sous unités identiques de poids moléculaire compris entre 130 et 160 KDa. Elles
possedent 2 domaines catalytiques : un domaine N- terminal oxygénase et un domaine réductase C-
terminal. Le domaine oxygénase contient les sites de liaison ala L- Arg, heme et BH4, alors quele
domaine réductase possede les sites de liaisons aux FAD, FMN, et NADPH. Ces 2 sites catal ytiques
sont reliés par un dte de liaison a la calmoduline. Les flavines médient |e transfert des éectrons a
partir du NADPH au fer de I’'Héme provoquant la production du NO via |’oxydation de la L-
Arginine en L- Citrulline (Vergely et Rochette., 2002). (Figure 09)

O3 + Arginine * NO + Citrulline
+ \ P
HADR A FVNH,
A
Heme BH4 @

NADPH

> 4 Oxygenase\

= NO + Citrulline O3 + Arginine

Figure 09 : Structure dimérique dela NOS et la voie de transfert des € ectrons. (Colasanti et al., 2000)

Les NOS sont des dioxygénases utilisant I'’oxygene moléculaire et le B-nicotinamide adénine
dinucl éotide réduit (NADPH) pour transformer la L- Arginine en L-Citrulline plusle NO. La BH4
est un cofacteur clé pour toutes les NOS (Stuher, 1997; Groves et Wang., 2000 ; Gorren et al.,
2006 ; Amri et al., 2007) et en son absence, la NOS produit des superoxydes a la place du NO
(Guziket al., 2003).
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I11.4. Localisation des isoformes de NOS:

Les isoformes de la NOS sont exprimées dans de nombreux tissus. La NOS-2 en particulier a éé
exprimée par des types de cedlules variés en réponse a des cytokines ou des endotoxines ; cette
isoforme et également présente congtitutivement dans certaines cellules : ele y serait donc

conditutive. (Tableau 04) (Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)

Isoforme

Organe/ftissu

Cellules

MNOS-1

MNOS-2 induite

MNOS-2 exprimés
spontanament

MNOS-3

cerveau
systeme nerveux
periphérigue

retine

muscle squelsttigue
poumaon

pancréas

rein

endomeatre

estomac antérieur

os
foie

vaisssaux sanguins
cerveau
sang

pourmaon
sang

vaisseau sanguin
cerebral au cours
du developpement
du cerveau

wvaisssau sanguin

cerveau

hippocampe, cervelet, bulbe
olfactit

sang

coeur

pourmon (pendant 15 jours
aprés la naissances)

rein

neuraneas
neuranas

cellules photoreceptrices

cellules epitheliales
ilots de Langerhans
macula densa
epith&lium columnaire
mugueuse gastrique

macrophages
Iyvmphocytes,
neutrophiles
aosteoblastes
cellulaes de Kupffer,
hepatocytes
cellulas musculaires
lisses

cellules macrogliales
et microgliales
plaguettes

cellulaes épithé&liales
plagusettes

endothalium
cellulaes pyramidales

plaquettes
myocytes

cellulaes épithé&liales
alvéolaires

cellulaes épithé&liales
tubulaires

Tableau 04: Localisation desisoformes de NOS. (Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)

111.5. les dérivés du NO :

En fonction de sa forme réactive et de la NO synthase impliqué, le monoxyde d azote agit, soit
comme une mol écul e de signalisation régulant les fonctions d’ enzyme intracellulaires, ou comme un
médiateur affectant la fonction des cellules de son environnement et les fonctions immunes (Dugas
etal., 1995 ; Belguendouz et al., 2008).
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La production chronique du NO associée a une production d anion superoxyde, conduit a une
toxicité cdlulaire associée a la formation du peroxynitrite (ONOO"). Ces processus seraient a
I”origine de I’ évolution d’un certain nombre de pathol ogies (Sennequier et Vandon le Goff., 1998).
Le ONOO et son acide oxydent les résidus thiol en acide sulfonique, et peuvent nitrater les peptides
et les protéines sur les résdus tyrosine et tryptophane. (Drapier et al., 1997 ; Lamattina et al.,
2003).

111.6. Régulation des NOS :

Vu sa grande réactivité biologique, les NOS controlent délicatement la biosynthése du NO. La
diginction entre isoformes congtitutives et inductible s étend a la régulation par de multiples
facteurs:

1- Lecouplage ala caimoduline (CaM): LesNOS-1 et 3 ne sont en effet actives qu’ aprés couplage a
la calmoduline, qui intervient comme un interrupteur permettant le flux d éectrons au sein de
I’enzyme (Abu-Soud et a/, 1994). L’activité de ces deux isoformes et donc réglée par la
concentration du milieu en ions calcium qui régle le couplage de la CaM (Thiemermann, 1995).
L’ activité de la NOS-2 ed, en revanche, indépendante des ions calcium, car cette isoforme est
fortement couplée a la calmoduline. De ce fait, la NOS2 produit de maniére continue du NO. La non-
régulation de la NOS2 par lesions calcium rend d'autant plus importante une expression adéquate de
cette isoforme. La fixation de la calmoduline interviendrait auss dans |’ assemblage des monomeres
delaNOS3 (Hellermann et Solomonson., 1997).

2- La phosphorylation pourrait représenter un mécanisme de régulation supplémentaire pour
I’ensemble des NOS, mais le réle de cette modification post-transcriptionnelle N’ est pas encore bien
compris (Michel et Feron., 1997).

3- L-arginine lui-méme joue un réle dans la régulation de I’ activité des NOS; La saturation en L-
arginine provoque une diminution de la vitesse d’ oxydation du NADPH d'un facteur 2 a 3 pour la
NOS1, contre une augmentation d un facteur 4 a 6 pour la NOS2. Pour la NOS1, cette diminution
résulte probablement de la régulation par la concentration en calcium, ce qui suggéere que, le substrat
ne manquant pas dans des conditions normales de fonctionnement, le découplage se produit
rarement. Pour la NOS2, la diminution de la consommation de NADPH lorsgue le subgtrat vient a
manguer pourrait étre un mécanisme limitant la production d' espéces oxydantes s I’ activité de cette
isoforme devait étre réglée par la concentration en L-arginine. En effet, I’ apport en substrat pourrait
régler I’ activité des NOS. (Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)

4- L’arginine disponible, et donc la production de NO, pourrait &re modulée par |’ arginase, enzyme
qui transforme I'arginine en urée et ornithine, et et présente (entre autres) dans les celules
endothdliales et les macrophages. De plus, la NOHA s est avérée récemment étre I’ un des meilleurs
inhibiteurs d’ arginase (Boucher et al., 1994). Il pourrait donc exister une régulation croisée des deux
systemes enzymatiques métabolisant I’ arginine, NOS et arginase. (Chang et al., 1998) (Figure 10)
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Figure 10: Méabolisme de laL-Arginine par la NO synthase et I’ arginase.
(Durante et al., 2007).

5- Le monoxyde d azote lui-méme inhibe les NOS : il peut en effet se fixer al’atome de fer des
NOS, avant méme de quitter le site actif. Le complexe inactif résultant se forme transitoirement
pendant la production de NO ; il représente 80 % de I’enzyme totale dans le cas de la NOSL. |l est
ingable en présence d’0O2, dont la concentration module positivement I’ activité de la NOS-1.
(Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)

6- L'activation de CD23 (FceRII)a la surface de  monocytes'macrophages humains déclenchée par la
liai son de certains anticorps monoclonaux spécifiques (ou d'IgE) stimule une nitric oxide synthase de
type inductible, conduisant a la production de TNF-a qui agit alors comme facteur autocrine
d'amplification. Cette voie exacerbée dans certaines maladiesinflammatoires (Dugas et al., 1995)

7- Cytokines régulateur postif: L'IFN-y, et le TNF-a sont les plus importants inducteurs de la
transcription de la NOS2. Ces deux cytokines agissent en général en synergie (Drapier et al., 1988).
Elles peuvent également ére combinées aux LPS et aI'IL-1 pour un effet maximal (Nussler et al.,
1992). L’IL-4 peut avoir un effet inducteur indirect sur la production du NO par I'induction de
I”expression du CD23 (Dugas et al., 1998).

8- Cytokines régulateur negatif: TGF-, I’'IL-4 et I’ IL-10 modulent directement la production du NO
en inhibant |’ expression de la NOS2 au niveau transcriptionnd et post-transcriptionnd (Liew et al.,
1991 ; James, 1995).

111.7. Hypothese du mécanisme de régulation de la production du NO par cNOS / iNOS:

Dans les conditions normales, la concentration du NO maintenue par les NO synthase condtitutive
(nNNOS, eNOS) inhibe I’ expresson du géne iNOS par I'inactivation du facteur de transcripkiBn
(NF-kB), ce qui limite la réponse immunitaire et inflammatoire (Figure 11a). L’ activation de cNOS
dépend de son éat de (phosphorylation/déphosphorylation) sur les résidus tyrosine, ce qui maintien
une concentration physologique du NO.

Dans les conditions pathologiques (réponse immunitaire ou inflammatoire) et en présence des
cytokines ou LPS (lipopolysaccharide), on observe un déséquilibre de phosphorylation de NO
synthase congtitutive. La cNOS inactive par phosphorylation va entrainer une diminution de la
concentration du NO, ce qui va activer le NF- kB par un mécanisme non définie vialelevé de |’ effet
inhibiteur du NO suivie del’ induction de I’ expression du géne de I'iNOS et par la production de taux
éevésdeNO (Figure 11b). (Colasanti et al., 2000)
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Figure 11: Le contrdle de la concentration de NO par lesNO Synthase. (Colasanti, 2000)

111.8. Rdle physiologique du NO :

Le NO e reconnu aujourdhui comme un messager cdlulaire exercant une multitude de roles
phys ol ogiques a travers tout I'organisme. Du fait de saréactivité et de sa faible taille, le NO atteint
potentiellement toutes les cibles. L’impact de la biosynthése de NO dépend d'une part, de la
quantité produite et d’ autre part, des cibles situées a proximité du lieu de synthése. (Moncada et al.,
1991 ; Schmidt et Walter., 1994)

111.8.1. Rdle du NO dans le systeme nerveux central:

Dans le systéme nerveux central, le NO a éé identifié pour la premiére fois comme un second
messager en 1988, grace aux travaux de Garthwaite et coll. (Garthwaite et Boulton., 1988). Ces
auteurs ont en effet montré que le facteur libéré en réponse au glutamate et capable de simuler la
synthése de GMPc (guanosine monophosphate cyclique) dans les neurones de cervelet présentait
toutes les caractéristiques biologiques du NO. Il est maintenant bien démontré que c'est en agissant
sur le récepteur NMDA et en augmentant les concentrations intracellulaires de Ca2+, que le
glutamate peut activer laNOSL et induire la production du NO. (Figure 12)

Le glutamate libéré par les terminaisons nerveuses présynaptiques agit, entre autres, sur des
récepteurs de type NMDA. Cet effet entraine une entrée massve de Ca?* dans le neurone
postsynaptique, d'ou une activation de la NOS via le complexe Ca2+/calmoduline et augmentation
delaformation et delalibération de NO. Le NO produit diffuse jusqu'au neurone présynaptique, ou
il augmente l'activité de la guanylate cyclase et de la GMPc, ainsi que celle de I'ADP-RT, et par
voie de conséguence, synthése et la libération de glutamate (Uzbay et Oglesby., 2001). Ces effets
pourraient étre responsabl es des modifications de |'efficacité synaptique et serait impliqués dans les
processus de "long term potentiation” (au niveau de |'hippocampe) et de "long term depresson” (au
niveau cervelet). (Pirot, 2001)
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Figure 12: Action du NO sur lerécepteur NMDA. (Pirot, 2001)

Depuis, de tres nombreuses éudes ont démontré que le NO peut jouer un réle de premier plan dans

des fonctions auss diverses que la synaptogénese, la plagticité synaptique, la régulation du débit
sanguin cérébral, ou la sécrétion neuroendocrine (Dawson et Snyder., 1994 ; Garthwaite et
Boulton., 1995). Le NO semble également étre impliqué dans la nociception, |'apprentissage et la
meémoire, le comportement alimentaire et dypsique, ains que dans larégulation de larecapture et de
lalibération de nombreux neurotransmetteurs. (Pirot, 2001)

111.8.1.1. NO et plasticité synaptique:

Le NO joue un rdle dans la plagticité neuronale au niveau des neurones glutamatergiques qui sont
eux méme responsables de la potentialisation a long terme (PLT). La PLT joue un réle primordial
dans les mécanismes de mémorisation : ele permet a la suite des mécanismes moléculaires, de
renforcer |’ activité électrique d’ un neurone et donc d’augmenter la capacité de ce dernier a stocker
une information. (Pirot, 2001)

111.8.1.2. NO et neurotransmission synaptique:

NO en tant que neurotransmetteur, diffuse dans une microrégion pendant quelques secondes a
travers la membrane postsynaptique et active la guanylate cyclase des cdlules environnantes. La
concentration du GMPc va augmenter dans le milieu cytosolique de ces neurones ce qui va activer
les protéines contractiles du cytosquel ette (via les protéines kinases) et par conséquent provoquer la
libération, dans la fente synaptique, de vésicules contenant un neuromédiateur ou une
neurohormone selon la nature et la localisation du neurone active : ces événements favorisent la
sécrétion de la dopamine du striatum, de l'aspartate du cervelet, de I'acéylcholine du cerveau
antérieur. De méme, au niveau de |’ hypothalamus le NO stimule la sécrétion de la GH (Growth
Hormon), la somatogatine, la LH (Luteinizing Hormon) et le GnRH (Gonadotropine Releasing
Hormon). Ces mécanismes ont été constatés dans la thyroide et la glande surrénale pour la sécrétion
de la noradrénaline. (Pirot, 2001)
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111.8.2. Rdle du NO dans le systeme immunitaire:

L expression de la NOS inductible est généralement le résultat de réponses immuno-inflammatoires
localisées ou diffuses, suite a une infection ou a d autres stimuli. Le NO produit par les NOS2, joue
par conséguent un réle important dans la régulation, I'initiation et |e développement des mécani smes
de défense immunitaire de I’ hdte (Dugas et al., 1995 ; Moncada et al., 1995). L activation des
macrophages par des cytokines ou des endotoxines provoque I’ expresson de la NOS2 (Lowenstein
et Padalko., 2004). Le NO produit peut alors agir sur des cellules tumorales, des bactéries ou des
parasites intracelulaires ou extracellulaires par son action cytostatique et cytotoxique (Nathan et
Hibbs., 1991 ; Moncada, 1992 ; Amri et al., 2007).

Le NO est doué d'importantes propriétés immunorégulatrices, il agit directement comme une
molécule immunorégulatrice autocrine ou paracrine régulant notamment la balance Thl/Th2.
(Lowenstein et Padalko., 2004). Le NO joue un rble soit pro-apoptotique, soit anti-apoptotique
dans de nombreux types cellulaires. A faible concentrations, le NO protége les cellules de I’ apoptose
en activant la protéase CPP32 like, en augmentant I’ expression de la protéine Bcl2. Les effets pro-
apoptotiques de NO font intervenir sa possihilité de réagir avec I’anion superoxyde (O2") pour
générer du peroxynitrite (ONOO") (Kolb, 2001 ; Lowenstein et Padalko., 2004). Le NO est
impliqué dans d autres fonctions du systeme immunitaire tel que : |e chimiotactisme, I’ agrégation et
I” apoptose des polynucléaires neutrophiles, eles mémes productrice de NO (Saini et al., 2006).

111.9. NO et physiopathologies:

Le NO e impligué dans diverses maladies par diminution ou exces de sa libération.
Une faible concentration de NO par exemple engendre un dysfonctionnement endothéliale qui induit
une diminution de la vasodilatation d’ou une hypertension artérielle et un risque d athérosclérose.
Une forte quantité de NO, en revanche, entraine I'inhibition d enzymes essentielles au
fonctionnement cellulaire, comme la ribonucléotide réductase et certaines enzymes du transport
éectronique mitochondrial (via la destruction des clusters Fe-S des mitochondries), éventuellement
aprés réaction de NO avec I'ion superoxyde pour former I'ion peroxynitrite. D’ ou I'implication de
NO, aprés sa synthese par des macrophages activés, dans la défense immunitaire comme instrument
de destruction de cellules bactériennes et tumorales. Enfin, lorsque le NO est synthétisé en trop forte
quantité ou dans un endroit inapproprié, diverses maladies peuvent survenir (Tableau 05).
(Sennequier et Vadon-Le Goff., 1998)

Isoforme Productiomn Maladies liees a MNO
probable meant de MNO
imppliguee

MOS-1 + ischemie carebrale
impuissance sexuselle Mmasculine

MNIOS-1 owufst NOS-2

+

maladies neurcdegenaratives
(Parkinson, Huntington, sclérose
laterale amyotrophigueae...)
MNOS-2 choc septigue
arthrite rbhumatismalsa
diabaete

certains cancers

titt

MNOS-3 hypertension
atherosclerose
angine de poitrine

migrainas

0

Tableau 05: Que ques exemples de maladies dans lesquelles un déréglement de la
production de NO est vrai semblablement impliqué. (Sennequier et VVadon-Le Goff., 1998)
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Chapitre Il : MATERIELS ET METHODES

I. Matériels biologiques utilisés:

I.1. La sélection des patients:

La sélection et la classification des patients qui ont fait I’objet de cette é&ude est réalisé
conjointement avec les neurologues de [I'hépital (Bab ElI Oued, HCA).
Tous les patients ont subi une batterie de tests neurol ogiques pour évaluer le déclin cognitif
puis classés en trois phases selon la sévérité dela pathologie (initiale, intermédiaire, avancée).
(Tableau 06)

Catégorie des sujets

Groupe des patients Sujets sains
Phase dela Phaseinitiale | Phaseintermédiaire Phase avancée B
maladie
Nombre de n=13 n=11 n=11 n=9
patients
Moyenne [50-83] [68-81] [66-80] [53-78]
d'age 74,27 + 4.86 7442 +4.85 73.8+5.3 68.2+ 6.7
Sexe 9F/4H 8F/3H 7F/4H 4F/5H

Tableau 06 : Classification des patients selon la phase évolutive.

1.2. la classification des malades en groupes:

Nous avons procédé a la class fication des malades en sous groupe.

* Legroupe utilisant la thérapie a la vitamine E, un puissant scavenger lipophile de radicaux
libres, pouvant éventuellement avoir une influence sur la production des nitrites totaux dans
les différentes phases de la pathologie. (Tableau 07)

Sous groupe de patient traité avec la vitamine E Sujets sains
Phase dela Phaseinitiale | Phaseintermédiaire Phase avancée _
maladie
Nombre de n=8 n=7 =8 =9
patients
Moyenne [53-73] [68-81] [66-83] [53-78]
d'age 68,27 + 4.36 73.42+7.25 74.8+6.32 68.2+ 6.7
Sexe 3F/5H 4F/3H 3F/5H 4F/5H

Tableau 07: Classification des patients selon la thérapie administrée (Vitamine E).
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* Le groupe qui présente en plus dela maladie d’ Alzheimer, une hypertension artéridle.

(Tableau 08)

Sous groupe de patient avec une hypertension artérielle Sujets sains
Phase dela Phaseinitiale | Phaseintermédiaire Phase avancée _
maladie
Nombre de =8 =7 =8 =9
patients
Moyenne [53-73] [68-81] [66-83] [53-78]
o age 68,27 + 4.36 7342 +7.25 748+ 6.32 68.2+6.7
Sexe 3F/5H 4F/3H 3F/5H 4F/5H

Tableau 08: Classification des patients selon I’ association a1’ hypertension artérielle.

Ethigue: Les familles des patients qui ont fait I’objet de cette étude, ont signé une lettre
de consentement apreés entrevue avec le médecin traitant. (Annexe 01)

1.3. Les préléevements sanguins:

L es échantillons sanguins ont été pré eveés sur des tubes héparinés chez des patients atteints de
la maladie d Alzheimer suivis au niveau du service de neurologie de I’ hdpital de Bab El
Oued et de I'hopital central de I'armé. D’autres prédévements ont été réalisés chez des
donneurs sains. Les plasma sont recueillis aprés centrifugation a 2000 rpm pendant 10 mn
puisaliquotés et conservés a (—45°C).

1.4. Les préléevements du liquide-céphalo-rachidien:

Leliquide céphalorachidien (ou LCR) est leliquidedans lequel baignent le cerveau et
lamoelle épiniere. Sa production est sous la dépendance de ses échanges avec le syséme
nerveux et le sang, qui dépendent de trois barriéres : hémato-encéphalique (sang-systeme
nerveux), encéphal o-méningée (systéme nerveux-LCR) et hémato-meningée (sang-LCR).

Le LCR est prélevé par ponction lombaire au niveau de |'espace sous-arachnoidien, un
volume de 10 & 15 ml de LCR. Il est nécessaire d écarter une contre-indication absolue,
I'hypertension intracranienne, suspectée devant des signes cliniques évocateurs (céphal ées,
nausees, vomissement, raideur de la nuque) et confirmée par le fond d'cal (cedeme papillaire)
et/ou I'imagerie cérébrale.

Le LCR a éé prélevé sur des tubes secs chez des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer
au niveau des services de neurologie de CHU Bab El Oued et I' hdpital central del’armée. Le
LCR collecté es fractionné dans trois tubes (un tube conservé dans le laboratoire central de
I” hdpital a (-76°C) et un tube conservé a (-45°C) dansle laboratoire (LBCM) jusqu’au jour de
I’ utilisation. Le tube restant est conservé pour les études ultérieures. (Tableau 09)
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Catégorie des sujets
Phase dela Phaseinitiale Phaseintermédiaire Phase avancée
maladie
Nombre de =2 =2 =2
pati ents
Moyenne 73 84 72 83 76 81
d &ge
Sexe 2H 2H 2H

Tableau 09: Répartition du LCR selon les phases de la maladie.

1.5. Les cellules:

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont été préparées a partir du sang
humain prélevé chez des donneurs sains et malades atteints de la maladie d’ Alzhe mer.

1.6. Le milieu de culture:

Le milieu utilisé et le RPMI 1640 enrichi par I’addition de 5% de Séum de Veau Fodal
préalablement décomplémenté a (+56°C) pendant 30mn et complété de 1mg/ml de L-
Glutamine. Un ensemble d’ antibiotiques est également ajouté a mesure de 1000UI/ml de
Pénicilline et 10mg/ml de Streptomycine. |l est destiné ala culture des PBMC.

1.7. La souche Pseudomonas oleovorans ATCC 8062:

Elle est caractérisée par la propriété biochimique: nitrate réductase (+). Elle est utilisée afin
de réduire les nitrates en nitrites lors de dosage du NO dans les échantillons. Elle nous a été
aimablement fournie par le Dr Drapier, J.C Directeur de I’ unité de recherche biosynthese du
NO et sgnalisation au CNRS, Gif-sur-Y vette, Paris, France.

1.8. Les effecteurs inducteurs et immunomodulateurs:

Les cytokines recombinantes (IFN-y, TNF-a, 1L-13, IL6, IL17) et les anti-cytokines (anti-
IFN-y, anti- TNF-0, anti-IL-13) nous ont é&é aimablement offert par le Dr Wietzerbin, J.
Directeur de recherche a I'ingtitut Curie de Paris et Pr Paula Pitha-Rowe (Johns Hopkins
Univergty School of Medicine, Baltimore, USA and the Sidney Kimmel Cancer Center,
USA).
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Il. Méthodes:
11.1. Les Méthodes utilisées in vivo:
11.1.1. Dosage de I’albumine dans le plasma et le liquide céphalorachidien:

L'éude du rapport albumine du LCR/albumine du sérum (ratio albumine) permet d'évaluer
I'éat de la barriére hématoencéphalique selon le stade évolutif de la pathol ogie.

Le dosage de I'albumine est réalisé par la méhode colorimétrique en utilisant le vert de
bromocresol. Le kit de dosage (spinreact) nous a é&é aimablement offert par le directeur de la
boite SPECTROL.

11.1.2. Dosage des nitrites totaux dans le plasma, les surnageants de culture de PBMC
dans les différentes phases de la pathologie :

Le dosage de la production de NO est réalisé par la quantification de deux métabolites
phys ol ogiquement stables du NO, les nitrites et les nitrates. Apres réduction des nitrates en
nitrites par une souche de Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062) nitrate réductase (+), les
nitrites totaux sont quantifiés par un dosage colorimétrique a 543 nm par I’ addition du réactif
de Griess modifié (Naphtyl-éhylene diamine dichloride a 0.5% dans du HCl a 20% +
sulfanilamide a 5% dans du HCl a 20%). La concentration en nitrites totaux des échantillons
est déterminée par extrapolation de la valeur des DO sur la courbe éaon DO = f [NaNO3]
établie préalablement a partir d une gamme éalon de NaNO; alant de 0 a 200 uM (Touil-
boukoffa et al., 1998).

11.1.3. Dosage de TNFa et TGFp dans le plasma et le liquide céphalorachidien des
patients:

La quantification des cytokines dans le plasma et le liquide céphalorachidien de patients a
différentes phases a été réalisée par un dosage immunoenzymatique selon les techniques
préconisées par immunotech. Il s'agit d'un dosage de type sandwich. Dans les puits d'une
plague de microtitration recouverts dun premier anticorps monoclonal anti-cytokine
biotinylé, sont distribués les échantillons (plasma et LCR) a doser et le standard. Aprés
incubation a température ambiante et lavage, un deuxieme anticorps couplé a la peroxydase
e distribués dans les puits. Apres incubation, I'activité enzymatique est révélée par le
substrat chromogene. La réaction se développe a I’ obscurité et elle et arrétée aprés ajout
d'une solution d'acide sulfurique 2N. L’absorbance est lue par le lecteur de plaque.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en cytokines présentes dans
I’ échantillon.

11.1.4. Dosage de I’activité Butyrylcholinestérase dans le plasma des patients:

La cholinestéraseest uneenzymequi catalysela réaction dhydrolyse d'uneser de
lacholine (acétylcholine, butyrylcholine) encholineet enacide acéique. En physiologie,
cette réaction est nécessaire pour permettre aux récepteurs cholinergiques de revenir a leur
état de repos aprés activation.

Il existe deux types de cholinestérases, distinguées par leur affinité pour |'acétylcholine et la
butyrylcholine mais qui possede le mémerdle

1- L'Acétylcholinestérase (AChE).

2- La Butyrylcholinestérase ou pseusocholinestérase (BChE). (Cholinestérase plasmatique)
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La Butyrylcholinestérase est une enzyme présente en concentrations € evées dans le cerveau
des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. L’ augmentation de I’ expression est en étroite
relation avec |'augmentation des plagues amyloides ains que la dégénérescence
neurofibrillaire. Elle entraine une diminution progressive de I’ acetylcholine ce qui provoque
en partie la perte dela mémoire. (Holmes et al., 2005)

La révdation de l'activité enzymatique est réalisée avec la méthode d'Ellman qui utilise un
substrat artificid, I'Acétylthiocholine, dont |'hydrolyse conduit a la formation de thiocholine.
Cette derniere forme un dérivé coloré avec le DTNB (5-5'-dithiobis-[2 nitrobenzoate]) selon
laréaction suivante:

Cholinestérase
Acétylthiocholine + H,O » Acide acétique + Thiocholine

Thiocholine + DTNB—= 5-thio-2-nitrobenzoate + 2-nitrobenzoate-mercaptothiocholine
Incolore Jaune

Nous avons modifié e adapté la méhode d Ellman sdon  notre échantillonnage
physologique (liquide céphalorachidien et le plasma) pour le dosage de I activité
Butyrylcholinestérase (Ellman et al ., 1961). (Figure 13)

Laméthode de calcule del’ activité butyrylcholinésterase est détaillée dans|a partie annexe.
(Annexe 02)
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[ 500 pL de tampon phosphate (0.1M, PH 7.6) + 500 pL iso-OMPA (10°M) }

!

Ajouter 100 uL DTNB (3.96 g/I)
Préparé dans la solution de NaHCO3 (1.5g/l, tampon phosphate PH 7.6)

Ajouter 100 pL d’échantillon
Premieére lecture a 412 nm (DO1)

Agiter et incuber pendant 2 min a 32°C

[ Ajouter 200 pL d’iodure d’Acetylthiocholine (0.075M)}

Agiter et incuber pendant 2 min a 32°C

Deuxiéme lecture a 412 nm pendant 5 min a un intervalle d’une minute.
(DO2)

DTNB: Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (Réactif d Ellman).

Iso OMPA: Tétrai sopropyl pyrophosphamide (I nhibiteur de butyrylcholinestérase).

Figure 13: Protocole de dosage de I’ activité cholinestérase.
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11.1.5. Dosage de I’activité estérase non spécifique dans le LCR:

Des études antérieures ont éabli I'intérét de la détermination de I’ a-Naphtyl acétate estérase
(ANAE) pour définir les sous populations des lymphocytes et des monocytes du sang humain
périphérique (Horwitz et al., 1977). Le dosage de I’ activité estérase non spécifique (alpha
naphtyl acétate estérase) est réalisé dans le liquide céphalorachidien seon la méhode de
(Gomori, 1955) et (Zhou et al., 2003), modifié par notre équipe. (Figurel4)

1- Le liquide céphalorachidien est centrifugé a 10000g pendant
10 minutes

g

2- Le culot cellulaire suspendu dans 0.1% Triton X-100

3- La suspension subit une sonication pendant 5 min.

ﬂ Centrifugation 10000g pendant 10 min

[ 4- Dosage protéique des différents échantillons selon la méthode de Bradford }

l

5- 10ul de préparation enzymatique est ajouté a 2l de I'a-Naphtyl-acétate dilué
dans I'acétone.

6- On ajoute le tampon phosphate de sodium a (0,02M, pH 7).

Le mélange réactionnel est incubé a 30°C
pendant 5min.

7- La réaction est arrétée par addition de 0,3% Fast blue BN, préparé dans le SDS.

8- I'absorbance est mesurée a 600 nm sur un lecteur de microplaques.

Figure 14: Protocole de dosage de |’ activité estérase non spécifique.

La courbe étalon est réalisé en utilisant. -naphtol comme étalon [0 -10 uM].

Une éude cytologique est réalisée en parallé e afin de déterminé | es différentes types
cellulaires par coloration May Granwald Giemsa.
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11.2. Les Méthodes utilisées in vitro:

11.2.1. Mise en culture des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et
inductions:

11.2.1.1. Préparation des PBMC:

C est une séparation sur gradient de dendité utilisant le Ficoll hypagque d une densité égale a
1.077. Aprés une centrifugation, les globules rouges et les polynucléaires neutrophiles passent
a travers le Ficoll et forment un agrégat au fond du tube, tandis que les PBMC regent a
I"interface du milieu Ficoll. Les cellules mononuclées sont récupérées par aspiration de
I’interface puis lavées 2 fois aux PBS 0.1M pH 7.2 gérile. Le culot cellulaire obtenu est
resuspendu dans un volume minimum de RPMI 1640 a10% de SVF.

Un test de viabilité et une numération cellulaire sont réalises systématiquement sur lame de
Malassez avec du bleu de Trypan a 0.2%. La densité cellulaire est alors gjustée par dilution &
10° cellule/ml, concentration pour laguelle nous obtenons une induction optimale des
cytokines et du monoxyde d’ azote (Touil-boukoffa et al., 1998).

11.2.1.2. Etude de I’effet de differents effecteurs (TNF-a/anti TNF-a, IFN-y/anti IFN-y,
IL13/anti IL13, IL6, IL17) sur la production du monoxyde d’azote dans les surnageants
de culture de PBMC :

Les PBMC des sujets sains et des malades atteints de la maladie d’ Alzheimer aux différents
stades cliniques sont mise en culture dans du RPMI 1640 a 5% de SVF dans des microplaques
de 96 puits a fond rond. En prenant soin de laisser un témoin (sans effecteur) pour chague
echantillon, les cellules sont stimulées avec les différents effecteurs (TNF-o/anti TNF-a, IFN-
y/anti IFN-y, IL-13/anti IL-13, IL6, IL17). Elles sont alors incubées 48h sous atmosphére
humide en présence de 5% de CO, a 37°C. Aprés centrifugation a 1200 rpm pendant 2
minutes, les surnagents récupérés sont conservés a (-45°C) en vue des dosages ultérieurs du
monoxyde d’ azote.

Une observation de I’ éat des cellules avant et aprés simulation est réalisée au microscope
inversé.
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I11. Résultats et discussions:
[11.1. Intégritéfonctionnelle dela barriére hémato encéphalique (BHE):

L'é@ude du rapport albumine du LCR/albumine du sérum (ratio albumine) permet d'évaluer |'éat
de la barriere hémato-méningée seon le stade évolutif de la pathologie. 1l est normalement
inférieur &6x10 3 chez I'adulte jeune et 28x10™ chez la personne agée. (M eucci, 1993).

L’ étude du ratio Albumine a permis de révéler une augmentation proportionnelle aux phases
évolutives de la pathologie. En effet, dans la phase initiale le ratio albumine est de
(0.12+ 0.05) alorsqu’il est supérieur dans la deuxiéme phase (0.182 + 0.07) et |la troisiéme phase
(0.184 £ 0.09) (Figure 15). On note que le ratio Albumine et presque smilaire entre les deux
derniéres phases.

[ Albumine LCR]/[ Albumine plasma]

3 6184
0,182

0,25
W 0,12
0,15
01 -
0,05 -

0 i

Phase initiale Phase Phase
intermediaire avancée

Figure 15: Le ratio Albumine dansles différentes phases de la maladie d’' Alzheimer.
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[11.2. Dosage in vivo du monoxyde d’'azote dans les différentes phases de la maladie
d’Alzheimer:

Nous avons initié I’ étude de la production de NO in vivo (plasma) et in vitro (les surnageants)
en vue de Stuer son rdle dans les mécanismes physiopathologiques au cours des différentes
phases évolutives de la pathol ogie.

[11.2.1.Concentration plasmatique du NO dans les différentes phases:

L’ étude de la production du NO in vivo chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer a
permis de révéler une augmentation de taux chez les deux catégories de patients, comparés a
ceux des sujets sains. Nos réaultats ont montré que la production in vivo de NO est plus
importante chez les patients se trouvant en phase initiale (74 + 6 uM) & phase avancée
(76 £ 4 uM). Les patients de la deuxiéme phase montrent des taux plus faibles (56 + 6 uM).
(Figure 16)
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Figur e 16: Concentration plasmatique du NO dans |es différentes phases de lamaladie
d'Alzheimer.
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[11.2.2.Concentration plasmatique du NO chez les patients utilisant la thérapie a la
vitamine E dansles différentes phases de la pathologie:

Nous avons observé avec intéré une diminution significative de la production du NO chez les
patients se limitant en phaseinitiale de la pathologie (51 + 6 uM). (Figur e 03)

La diminution de la concentration du NO est importante s €elle est comparée avec celle obtenue
précédemment dans|a premiéere phase (sans vitamine). (Figure 17)
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Figure 17 : effet dela vitamine E sur la concentration en nitrites totaux dans les
différentes phases.
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[11.2.3. Concentration plasmatique du NO dans les différentes phases chez les patients
présentant une hypertension artérielle:

Les taux de nitrites totaux (in vivo) chez des patients atteints de |’ hypertension artérielle (HTA)
en plus de la maladie d’ Alzheimer sont nettement supérieurs a ceux observés chez les sujets
sains. La teneur des nitrites totaux est de (84 + 4 uM) dans la premiere phase, alors qu’ elle est
|égerement supérieure dansla deuxiéme phase (87 £ 3uM) et latroiseme phase (87 + 6 uM).

Ces données suggerent I'implication probable de I' hypertension artérielle dans |’ apparition et
I’ aggravation de la maladie d' Alzheimer au cours du processus évolutif. Elle jouerait dans ce
casun réle non négligeable dansla production du monoxyde d’ azote. (Figure 18)

La NOS endothédliale (NOS3) serait également impliquée chez ces patients. Elle agirait de
maniere combinatoire et justifierait I’ augmentation des taux de NO observés dans ces cas.
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Figure 18 : Influence de |’ hypertension artérielle sur la production des nitrites totaux
dans les différentes phases de |la pathol ogie.
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[11.3. Dosage (in vitro) du monoxyde d’ azote dans les différentes phases de la pathologie:

Pour élucider le r6le immuno-modulateur des cytokines Thl et Th2 dans la production de
monoxyde dazote dans les différentes phases de la pathologie nous avons procédé a
I établissement d’'un systéeme d'induction en utilisant différents effecteurs, cytokines et anti-
cytokines.

[11.3.1. Etude de |’ Effet du TNFa et I'anti-TNFa sur la production des nitritestotaux:

L’action de TNF-o & 500 pg/ml sur les PBMC de patients a montré des taux importants de
nitrites totaux dans la phase initiale (54 = 3 uM), la phase intermédiaire (54 + 8 uM) et la phase
avancée (56 = 1 uM) par rapport au controle (49 = 3 uM). Cette augmentation serait associée a
une régulation positive de laNOS2 par |le TNF-o.

Ces réaultats indiquent que les monocytes des patients congtituent la cible essentidlle du TNFa,
en particulier pour les patients se trouvant en phase initiale et intermédiaire. A I'inverse, les
PBMC des patients en phase avancée apparaissent moins sensbles a I'action du TNF-a
exogene, probablement par une déficience fonctionnelle se traduisant par I'inhibition de
I’ expression desrécepteurs au TNF-a sur les monocytes. (Figure 19)
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Figure 19 : Effet du TNF-a et I'anti-TNF-a sur la production des nitrites totaux.
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[11.3.2. Etude de I’ effet del'lFNy et del'anti IFN y sur la production des nitrites totaux:

La stimulation des PBMC des patients par I'l FN-y (100 Ul/ml) a induit une augmentation des
teneurs de nitrites totaux dans la phase initidle (56 + 8 pM), la phase intermédiaire
(52 £ 2 uM) et la derniére phase (54 £ 5 uM). Toutefois ces teneurs sont supérieures a celles

mésurées chez lestémoins.

La neutralisation de I'l FN-y par I’anti-IFN-y montre une réduction des taux de nitrite totaux au

niveau des surnageants des cultures des patients en phase initiale (42 £ 5 uM) et intermédiaire
(40 £ 8 uM). A I'inverse, aucune influence n’ est enregistrée dansla derniére phase (54 £ 2 uM).
Cependant, elle reste considérablement augmentée par rapport aux témoins. (Figur e 20)
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Figure 20: Effet de I'lFNy et del'anti IFNy sur la production des nitrites totaux.

Ces données indiquent que les monocytes des ces patients aux phases considérées (initiale et
intermédiaire) sont hautement sensibles a I’action de I'l FN-y probablement par |’ expression

accrue du recepteur d’ | FN-y.
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[11.3.3. Etude de I'effet de I’ L-13 et I'anti-1L -13 sur |a production des nitrites totaux:

La stimulation des PBMC des patients par I'1L-13 (500 pg/ml) ainduit une sensible diminution
de la production des nitrites totaux dans la phase intermédiaire (40 + 7uM) et la phase initiale
(40 = 7 uM), par contre €elle est |égérement éevée dans la phase avancée (52 + 0 uM). Ces
résultats pourraient ére expliqués par |’ effet modulateur négatif de I'lL-13 sur I’ expression de
NOS2 dans|e cas des phasesinitiale et intermédiaire.

La neutralisation de I’IL-13 ainduit une augmentation des taux des nitrites totaux au niveau des
surnageants de culture des patients en phase intermédiaire (48 + 7 uM) par rapport a la phase
initiale (42 £ 5 uM) et avancée (54 £ 1 uM). (Figure 21)

Les PBMC des patients en phase initiale et avancée apparaissent moins sensblesal’IL-13. Ces
observations seraient probablement liées a I’implication des mécanismes de régulation négative
delaNOS2 ou aun taux plus éevé d’ expresson du récepteur d'I1L-13 par |e syséme monocyte.
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Figure 21: Effet d’'IL13 et I'anti-IL13 sur la production des nitrites totaux.
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[11.3.4. Etude de |’ effet de I’ L-6 sur la production des nitrites totaux:

La gimulation des PBMC des patients par I'1L6 (100 pg/ml) montre une augmente du taux de
NO uniquement dans la phase finale (58 + 2 uM). A I'inverse, aucune influence n’ est enregistrée
dans la premiére phase (42 £ 7uM) et la deuxiéme phase (46 + 6 uM). Ceci pourrait ére
expliqué par uneimplication exclusive d'IL-6 dans la derniére phase de la pathologie. Cette
derniére étant connue pour modul er positivement laNOS2 sur |e systéme monocyte/ macrophage.
(Figure 22) (Touil-Boukoffa et al, 1998).

[Nitrite totaux] i Controle
(M) W+1L6 {100 Pg/ml)

10
60
50
40 -
30 -
20 -
10 -

duetssains — Phaseinitiale  Phase  Phaseavancée
intermediaire

Figure 22: Effet de!’IL-6 sur la production des nitrites totaux.
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[11.3.5. Etude del’effet de I’'l L 17 sur la production des nitrites totaux:

La gimulation des PBMC des patients par I’1L17 (100 pg/ml) augmente |égérement le taux de
NO dans la phase initiale (52 + 7 uM) et la phase intermédiaire (53 £ 6 uM). A I'inverse, une
importante concentration du NO est enregistrée dansla derniére phase (68 + 8 uM). (Figure 23)
Ceci pourrait ére expliqué par I'implication del’IL17 dansla chronicité dela pathologie. Cette
derniére étant connue pour modul er positivement la production des cytokines dela voie Thl.
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Figure 23: Effet de’1L17 sur la production des nitrites totaux.
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[11.4. Implication de TNF-a dans le processus physiopathologique de la maladie
d’ Alzheimer:

L’ étude de la production du TNF-a dans le plasma des patientsévéle une augmen tation notable
dans la deuxiéme phase (360.5 + 4.12 pg/ml) e moindre dans la troiséme phase
(316,0 + 81.68 pg/ml). A I'inverse, la concentration de TNF-a est faible dans la prengére phase
(< 5pg/ml) (Figure 24).

L’ étude de la production du TNF-a dans le LCR aé&wélé un profil similaire a celui de TNF-a
plasmatique mais a des proportions plus éevées. Les taux de production de nitrites totaux chez
les patients de la deuxiéme phase sont de (470 + 120 pg/ml) et dans la troiséme phase de
(460 + 93 pg/ml). Nous avons noté avec intéré que la concentration de TNF-a est faible dans la
premiere phase (< 5pg/ml) (Figure 25).

[TNF-a] (pg/ml)

450,0
400,0
350.,0
300.,0
250,0
200,0
150.,0
100,0
50.0
0.0

360,5 pg/ml

316,0 pg/ml

H Phase initiale

H Phase intermédiaire

M Phase finale

=< Spg/ml

Figure 24: Dosage de TNF-a dansle plasma.
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Figure 25: Dosage de TNF-a dans le LCR.
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[11.5. Implication de TGFp dans le processus physiopathologique de la maladie
d’ Alzheimer:

L’ étude de la production du TGFp dans le plasma des patients révéle une concentration élevée
dans la deuxiéme phase (5700 £ 40 pg/ml) e moindre dans la troisiéme phase (1800 + 38
pag/ml). A linverse, la concentration de TGFp et faible dans la premiere phase
(840 = 35pg/ml). (Figure 26)

Ces observations seraient probablement liées & des mécanismes de régulation négative de
I”expression des cytokines de la voie TH1 responsable de la production de monoxyde d azote.
Cesdonnéesjudtifient en partie la diminution de NO plasmati que dans la deuxieme phase.

L’ étude de la production du TGFB dans le LCR des patients révéle le méme profil que celui
obtenu dans le plasma mais avec des concentrations plus faibles. En effet, on enregistre des
teneurs de (336 + 36 pg/ml) dans la deuxieme phase e moindre dans la troiséme phase
(128 + 21 pg/ml). A I'inverse, la concentration de TGFp est faible dans la premiére phase
(65 = 7 pg/ml). (Figure 27)
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Figure 26: Dosage de TGFp dansle plasma.
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Figure 27: Dosage de TGFp dansle LCR.

V. Autres biomar queurs associés au processus neur odégenér atif :

IV.1. Dosage de la Butyrylcholinestérase dans les différentes phases de la maladie
d’ Alzheimer:

L’ étude de I’ activité Butyrylcholinestérase dans le plasma a révél € une variation importante de
I” activité suivant la phase évolutive dela pathologie.
On peut noter une augmentation de BChE dans la premiére (0,363 £ 0.082 mmole/g/min) et la

deuxieme phase (0,430 = 0,050 mmole/g/min) en comparaison au contréle (0,31 + 0.004
mmole/g/min). A I'inverse, ele est nettement inferieure dans la troiséme phase (0,600 * 0,16
mmole/g/min). (Figure 28) (T ableau 10)
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Figure 28 : Dosage del'activité Butyrylcholinestérase dans | es différentes phases de la
maladie d’ d'Alzheimer.

Catégories des sujets
Patients
Controle Phase Phase Phase
(n=09) initiale intermédiaire avancée
(n=13) (n=11) (n=11)
Activité

Tableau 10: Etude de I’ activité Butyrylcholinestérase dans | es différentes phases de la
maladie d’ Alzheimer.
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IV.2. Dosage de I’ activité estérase non spécifique dansle LCR:

L’ activité estérase non spécifique et réaliste dans le liquide céphalorachidien, aing qu’une
numeration cellulaire.
Nous avons noté avec intérét une activité estérase importante dans la phase initiale et avanceée.
Ceci suggere une infiltration importante des lymphocytes T ainsi que les monocytes dans le
systéme nerveux centrale.

Une numération celulaire révéle

une prédominance du systeme monocyte/macrophage.

(Tableau 11)
Les phases | Patients Estérase non Numeération Rapport
évolutives spécifique Cdlule/ml lymphocyte/macrophage
uM/g de
protéine
Phaseinitiale | AD 01 0.16 165 32/133
AD 02 0.18 172 41/131
Phase AD 03 0.02 10 0/10
intermédiaire | AD 04 0.05 8 1/7
Phase avancée | AD 05 0.18 154 47/107
AD 06 0.15 137 36/101

Tableau 11 : Etude cytol ogique du liquide céphal otrachidien.
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I'V. Discussion générale:

Les mécanismes physiopathologiques de la maladie d’ Alzheimer sont caractérisés par
un processus neurodégenératif progressf associé a une réponse immuno-inflammatoire
caractérisée par la production accrue des médiateurs. Cytokines, complément, radicaux libres
en particulier le monoxyde d’ Azote. Tous ces @ éments sont largement impliqués dans la mort
neuronale. (Griffin et al, 1998 ; Griffin, 2000).

Influence de |’ état de la barriére hémato encéphalique sur I’ évolution dela maladie
d’ Alzheimer:

La barriere hémato-encéphalique, dont l'intégrité et essentidlle a I'homéostase

cérébrale, conditue une barriere physiologique hautement régulée par des interactions
paracrines avec | es cellules du parenchyme cérébral, ains qu'avec les cellules et |es effecteurs
du systéme immunitaire (Plata-Salaman, 1991 ; Engelhardt et al., 2001).
Dans notre étude, nous avons procédé a I'évaluation de |'état de la barriére hémato-
meningée, un parametre important a consdérer, vue sont role dans les interactions entre le
systéme immunitaire et le systeme nerveux central. Le rapport de I’ albumine (albumine LCR/
albumine plasma) est I’un des paramétres utilisés pour I’ évaluation de la perméabilité de la
BHE sachant que I'albumine, d'origine exclusivement sérique qui diffuse dans le LCR a
traversla BHE.

Les résultats obtenus montrent une augmentation proportionnelle du ratio albumine
dans les différentes phases évolutives de la pathologie (Phase initiale, intermédiaire,
avancee). Ces reaultats indiquent une détérioration de la barriére hémato-encéphalique
engendrant une augmentation des interactions entre le systéme immunitaire et le systéme
nerveux central. Ces interactions sensiblement impliquées dans I’ exacerbation du processus
immuno-inflammatoire  dirigé contre la protéine amyloide beta chez les malades
d Alzheimer.

Etude dela production in vivo du monoxyde d’azote selon les phases cliniques :

L’ étude de la production in vivo du NO chez les patients atteints de la maladie
d Alzheimer a révélé des teneurs éevées dans le plasma des patients. Les résultats de cette
éude soulignent la haute implication de monoxyde d’ azote dans | es mécanismes associésala
genése et a I’ évolution de la pathologie. En effet, a fortes concentrations, le NO exerce un
effet cytotoxique et dé éére dans le systeme oculaire (L ahmar-Belguendouz et al., 2009).
L’ étude comparative de la production in vivo du monoxyde d azote en fonction de la phase
clinique, indique que les taux les plus éevés sont retrouves en phase initiale et avancée. Ces
teneurs élevées seraient probablement dues a I'influence de la phase clinique sur I’induction
de la NOS2. Des travaux antérieurs rapportent |’ augmentation de la production des cytokines
pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, IFN-y et TNF-a)) au cours de I’ évolution pathogénique de la
maladie d’ Alzheimer (Richartz-Salzburger and Koehler, 2009).
Notre éude souligne encore une fois la relation éroite existante entre les cytokines pro
inflammatoire et I expression du géene de laNOS2.

Dans le cas précis de notre modéle. Nous devons considérer I’ effet combinatoire de la
NOS inductible (NOS2) et de laNOS congtitutive neuronale (NOSL1).
Plusieurs études suggerent I'implication du la NO synthase neuronale (NNOS) dans
I’ augmentation de la production du NO qui s ajoute au NO produit par 1aiNOS (au niveau du
SNC et syseme immunitaire périphérique). L’ activation des récepteurs NMDA par le
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glutamate et la glycine est indispensable pour I’ entré en excés du calcium dans les neurones,
qui vapermettre |’ activation delanNOS. (Nakamuraet al., 2007). (Figure 29)
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Figure 29: I'implication dela nNOS dansla mort neuronale. (Nakamura et al., 2007)

Etude de I'effet de la vitamine E sur la production plasmatique des nitrites totaux chez
les patients dans les différentes phases de la pathologie:

La vitamine E (alpha-tocophérol) est reconnue comme éant essentiellement un
antioxydant qui limite la peroxydation lipidique. Elle est trés utilisée dans les maladies
neurol ogiques.

Les réaultats obtenus montrent I'implication de la vitamine E dans la réduction de la
production des nitrites totaux dans la phase initiale et intermédiaire. Ceci suggérelerdle de
la vitamine E dans la prévention du stress oxydatif lié a la pathologie. L’effet de cette
mol écul e reste tout de méme limité car elle ne présente aucun effet sur la derniére phase.

Le mécanisme d'action de I'a-tocophérol réside dans I'inhibition de I'assemblage de la
NADPH oxydase, |e complexe enzymatique producteur de I’ anion superoxyde, en inhibant
la phosphorylation et la trandocation membranaire dun de ses ééments : la p47™.
(Cachia et Leger, 1996). L’inhibition de la production de I’anion superoxyde limite et
freine la production des peroxynitrites a partir de monoxyde d’ azote.

Etude de corrélation sur I'effet de I'’hypertension artérielle sur la production du NO
dansles différentes phases de la maladie d’ Alzheimer :
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L’éude de la production in vivo du NO a révélé une production importante et
semblable dans les différentes phases. Ces augmentations sont nettement supérieures a celles
observees chez |es malades atteints de la maladie d’ Alzheimer (sans association avec d’ autres
pathol ogies).

Dans ces cas ou une hypertension arterielle est observée, nous devons probablement
prendre en consdération I'action de la NOS3 (NO endothdiale). Des éudes moléculaires
quantitatives plus approfondies portant sur le ratio (NOS inductible/NOS endotheliale)
apporteraient de plus amples informations.

Des relations physopathogéniques directes entre le processus dégenératif de type
Alzheimer et I'HTA ont éé signalés, basees sur le fait que |'apolipoprotéine E est a la fois
facteur de risque vasculaire et de la maladie d' Alzheimer. Plus simplement, on peut penser
que I'HTA pese sur la bonne irrigation du tissu nerveux, ce qui he peut qu'endommager plus
rapidement les neurones en cours de dégénérescence. Toutefois, ce smple facteur de risque
peut certainement ralentir |'apparition des manifestations cliniques de plusieurs années chez
les sujets a risque, a condition qu'ils soient traités précocement. |l sagit donc d'une cible
thérapeutique smple d'acces et efficace (Forette F, 1998) (Milicevic et Krzesinski, 2008).

Etude de la production in vitro du monoxyde d’azote par les PBMC des patients
atteintsde la maladie d’ Alzheimer au différent stade clinique :

L’ étude de I’ effet de TNF- a. en concert avec son partenaire assdu, I'lFN-y sur la
production de NO arévé € une augmentation de la production de NO dans la premiére et la
deuxiéme phase. Aucune augmentation n'est enregistrée dans la derniere phase. Cette
teneur reste éevée par rapport au contréle. Ces données indiquent I’implication d autres
cytokines dans la production du NO.

L’ utilisation d’ un anticorps spécifique de I’ anti-TNF-a dans les cultures de PBMC a induit
une diminution significative chez les deux catégories de patients. Cette diminution est
attribuée ala neutralisation du TNF-a par sa contre-structure.

Ces données refléeraient une production accrue du TNF-a par notre sysme de culture.
Notre éude suggere une forte implication de cette cytokine dans les mécanismes de
I"'inflammation. En effet, le TNF-a agit en synergie avec I’IFN-y dans I’ expression de la
NOS2 au niveau des monocytes circulants (Touil-Boukoffa et al, 1998).

Le profil de la production du monoxyde d azote apres induction des PBMC par
I"lFN-y est amilaire a celui de TNF-a. Nos résultats confortent I’implication de I’ [FN-y dans
I’induction de la NOS 2 au cours de cette pathologie. Ces résultats peuvent également
appuyer |"hypothése de la prédominance d’ un profil cytokinique Thl au cours de maladie
d Alzheimer.

Il est tout a fait probable sdlon nos résultats que le TNF-a et I'IFN-y puissent agir dans la
surexpresson de NOS2 au niveau des macrophages infiltrants et entrainent des |ésons des
neurones et autres celules du SNC. L’ IFN-y seul n’alére pas la survie cellulaire mais rend
ces cellules plus sensibles en présence de TNF (Pouly, 2000). De plus, I'l FN-y et le TNF-a
accé erent la dégénérescence en relation avec |I’adminigtration intracérébrale d’ un donneur de
monoxyde d azote. En revanche, une smpleinjection de TNF-a (avec ou sans IFN-y) dans
le cerveau de souris ou de rats provogque une forte réaction inflammatoire au niveau des
cellules microgliales (Nadeau et Rivest, 2000).
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L’induction des cultures de PBMC par une cytokine Th2 (IL-13) et antagoniste de
I’lFN—y chez les patients en deuxiéme phase a conduit a une diminution sensible de la
production de NO. L’'IL-13 possede une activité anti-inflammatoire qui peut inhiber la
production d'IL-1, d’'IL-6, d'IL-8 & de TNF-a. Cette cytokine anti-inflammatoire est
également capable de réprimer certaines des activités pro-inflammatoires de I'lL-1 et du
TNF- a. L’effet inhibiteur de L’IL-13 peut étre également expliqué par sa capacité d induire
la production d'IL-1Ra (Vannier et al., 1996). L utilisation d'un anticorps spécifique de
I"lL-13 dans les cultures de PBMC a induit une augmentation significative des taux de NO.
Les résultats obtenus ont montré que I’ IL-13 peut réguler négativement la production in vitro
du NO chez | es patients de la phase intermédiaire, ce qui explique en partie I’ &at sationnaire
des malades de cette phase.

Le profil de la production du NO aprés induction des PBMC par I'lL6 révéle une
production significative dans la phase avancée par rapport aux deux autres phases et au
contrle. Ces resultats corroborent avec les résultats obtenus in vivo.
L'IL-6 est la cible de nombreuses études en tant qu’orchestrateur de la transition entre
I’'immunité innée et I"'immunité adaptative. En effet, la résolution de tout phénomene
inflammatoire aigu e des désordres de cette trandtion pourraient promouvoir le
développement d'une inflammation chronique ou de I'autoimmunité. L’IL6 module
différentiellement I’ expression de chimiokines et I’ apoptose des cellules immunes menant au
remplacement de I'infiltrat neutrophilique par un infiltrat lympho-monocytaire. Par ailleurs,
ce climat cytokinique particulier est propice au développement de lignées spécifiques de
lymphocytes tel's que les lymphocytes T CD4+ sécrétant del’IL-17 (Th17). (Ohshimaet al.,
1998 ; Kitamuraet al., 2004 ; Gay et al., 2006)

L’induction des PBMC par une cytokine de la voie Thl7 (IL17) a induit une
augmentation significative des taux de NO proportionnelle a I’ évolution de la pathologie et
particulierement dans la phase avancée. Ceci suggére I'implication délétere de I'IL-17,
favorisant les lésions inflammatoires. A I'inverse, La neutralisation de I'lL-17 réduit la
sévérité des lésons du systeme nerveux central dans un modele d encéphalomyeélite
autoimmune. (Cuaet al., 2003; Komiyamaet al., 2006)

Etude du profil de TNF- a dans le LCR et le plasma:

Les résultats obtenus montrent que la teneur de TNF-0. est considérablement élevée
dans la deuxieme et la troisiéme phase. Le TNF-a produit est probablement d origine
cérébral, libéré dans la circulation sanguine suite a la détérioration de la barriere hémato-
encéphalique. Ces résultats sont confirmés par I’ obtention du méme profile dansle LCR. Les
teneurs mesurées apparaissent substantielles. Toutefois, la validation des données nécessite
celles du témoin. Nous n’' avons pas pu disposer d’ un témoin pour une meilleure interprétation
de nosrésultats.

Les effets dédééres du TNF-a produit endommage |'intégrité de la BHE, induit le recrutement
leucocytaire, et augmente la perméabilité vasculaire. Cette perméabilité se traduit par I'entrée
passive des protéines sriques (Albumine) dansle LCR. (de Vrieset al., 1996)
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Etude du profil de TGFp dansle LCR et |le plasma:

Les réaultats obtenus montrent que la teneur de TGFp est considrablement éevée en phase
intermédiaire dans le LCR et le plasma. Et en parallele, nous avons enregistré une faible
teneur du NO (in vivo). En présence des concentrations éevées delTékendre une
polarisation de T CD4+ vers la voie Treg. Cette derniére est la source de TR I’IL10 qui
sont responsables de la régulation négative de I'iNOS. A I'inverse, dans la phase avancée de
la pathologie nous avons enregistré une teneur de TGFB moins importante par rapport a la
deuxieme phase. La présence de TGFp et I'implication de I'IL6 dans cette phase polarise les
lymphocytes T CD4+ verslavoie Th17, marqueur d une inflammation chronique.

Nous avons observeé avec intérét des concentrations é evées et maintenues de TGFf chez une
catégorie de patients de la deuxiéme phase. Des concentrations de TGFp chez une autre
catégorie de patients de la deuxi eme phase présentent des concentrations de TGF un peu plus
faible aprés un deuxiéme dosage (une année apres). Apres étude des dossiers de malades et
analyse des testes mémoire, nous avons constaté que les malades avec des concentrations
éevées de TGFB sont des déclineurs long dont la phase intermédiaire est plus longue, alors
que les patients présentant une diminution de concentrations de TGFp sont des déclineurs
rapide dont |e passage en phase avancée est rapide.

Etude de I'effet de Butyrylcholinestérase da ns les différentes phases de la maladie
d’ Alzheimer:

L’ étude du profil de butyrylcholinestérase révéle une augmentation proportionnelle a
I’évolution de la pathologie. Cette augmentation est en éroite relation avec le déficit
cholinergique caractérisé par les troubles de mémoire. Selon nos résultats, ce paramétre
congtitue un marqueur d orientation de I’ évolution de la pathol ogie. Son utilité apparait selon
notre &ude complémentaireal’analyse du NO et al’|FN-y dansle suivi des patients.

Etude del’infiltration cellulaire dans e liquide céphalor achidien:

Le dosage de I’ activité estérase non spécifique dans le LCR nous a permis de congtater

une forte activité dans la premiére et la derniére phase. Ces données confortent |”implication
d uneinflammation importante dans les deux phases.
L’ étude cytologique du LCR révéle une prédominance du syséme monocyte /macrophage.
Cette observation indique encore une fois le réle pivot de ce systéme dans la pathogenése et
I” évolution de la pathologie. 1l sera intéressant d’ inspecter e profil chemokinique pour Stuer
leur réle dans la pathol ogie.

Au regard global de nos réaultats, I’implication du systéme immunitaire est primordiale dans
la pathogenese et I’ évolution de la maladie d’ Alzheimer.

La production des cytokines de la voie Thl mais également de la voie Thl7 agirait non
seulement dans I'installation de la pathologie mais également dans son évolution. Leurs
actions se situent in situ a deux niveaux celulaires différents sur le systéme
monocyte/macrophage infiltrant e syséme nerveux mais également sur les cellules support
du systéme nerveux central (cellules gliales, astrocytes, et les cellules exprimant les
récepteurs cytokiniques........ ). Il est clair que le NO produit est sous la dépendance de
I’TFNy, du TNFa et de I’IL17. La question rested@uand a I'identification du ou des
agents sgnaux engagés dans les dysfonctionnements immunitaires e menant a la
surexpression des cytokines Thl (I’'IFNy et du TNF-a).
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- Phase initiale
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Immunomodulateurs
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[ Effets déléteres sur le systéme nerveux central }

— Inhibition ——p Activation

1 : Activation de I'INOS dans le systéme monocyte /macrophage.

2 : Mécanisme de production du NO.

3 : Mécanisme de production du peroxynitrite.

4 : Action Inhibitrice de la vitamine E sur le NADPH oxydase.

5 : Implication du nNOS dans I'augmentation de la concentration du NO.
6 : infiltration cellulaire dans le SNC.

7 : augmentation de l'infiltration cellulaire.

64



DISCUSSION GENERALE

L Phase intermédiaire
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1 : Activation de la voie Th2 par le TGF.

2 : Production de I'lL13 par les Th2.

3 : Action Inhibitrice de I'iNOS par I'lL13.

4 : Inhibition de TNFa. par I'lL13.

5 : Inhibition du mécanisme de production du ONOO'.
6 : Diminution de 'infiltration cellulaire.

7 : Augmentation de la perméabilité de la BHE sous I'action de TNFa
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Phase avancée

M .

+++
-NEURONE (3)
-CELLULES ~—

)

excitoxicité #

Peroxvnitrite (ONOO)

Em}n =2
—\/_‘/ Th17 ‘ Immunomodulateur
exogeéne

®‘-

Systéme
\ monocyte/macrophage ‘

MICROGLIALES

* IL6
T )

TGFp
Immunomodulateur
endogéne
ol

[ Effets déléteres sur le systéme nerveux central ]

1 : Induction de I'iNOS par I'IL6 et I'IL17.

2 : Induction de I'iNOS par TNFa

3 : Augmentation de l'infiltration cellulaire.

4 : Augmentation de la perméabilité de la BHE.
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CONCLUSION

Conclusion :

La maladie d Alzhemer est une pathologie neurodégénérative qui apparait
tardivement, insdieusement, mais progressivement et irréversiblement. Elle va détruire petit a
petit les neurones de I’ hippocampe qui gérent la mémoire épisodique, puis ceux qui sont
impliqués dans toutes | es autres fonctions cognitives.

Nos réaultats suggerent que I’ inflammation périphérique est une composante active
au niveau cérébral se caractérisant notamment par une augmentation de |’ expression accrue de
d une cytokine marqueur delavoie Thl (IFN-y), dont I’action est potentialisée par le TNF-a
en particulier dans la phase précoce dela maladie. La phase intermédiaire est caractérisée par
un état pseudo stationnaire est caractérisee par une induction significative del’ 1L13. La phase
avancée est particulierement distinguée par I'lL6 et une cytokine de la voie Thl7 (IL17).
Nous avons congaté, notamment, une association entre Le processus inflammatoire et le
déficit cholinergique responsable des troubles de mémoire.

Les systemes de régulation cytokinique sont en étroite relation avec la production
substantielle du NO particulierement a la phase initiale et finale. Ces mécanismes seraient
engagés dans les effets déléteres tissulaires et cellulaires occas onnés dans | e systéme nerveux
central caractérisant cette pathologie. Il apparait selon nos résultats que | a production du NO,
sous I’action de NOS inductible (NOS2) par les cytokines Thl est hautement impliquée dans
les mécanismes de pathogenése et I’ évolution de la maladie d’ Alzheimer. L’ action de NOS
congtitutive(NOSL1) serait également associée dans |e mécanisme global.

A travers ces réaultats préliminaires, le monoxyde d'azote, I'lFN-y et ['activité
butyrylcholinestérase apparaissent des candidats de choix comme bio marqueur dans le
suivi et la surveillance des patients.

Ce travail pourrait aing contribuer dans le diagnogtic et le suivi de I’ évolution de la
maladie d’ Alzheimer ainsg qu’'a I’identification de cibles moléculaires potentielles pour le
dével oppement de nouvelles dratégies thérapeutiques visant a améiorer la qualité de vie des
patients.
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ANNEXE

Annexe 01 :

Centre Hospitalier universitaire de Bab El Oued
Service de Neurologie
Professeur A. Masmoudi

Attestation de consentement éclairé

Je, soussigne, apres les explications qui m’'ont éé fournies par le professeur Abada-Bendib,
travaillant dans le service de Neurologie de C.H.U de Bab El Oued, consentir pleinement a

participer aux recherches immunologiques qui seront effectuées sur un échantillon :
- Desang

- DeLCR

Ces recherches ne seront menées que dans un but scientifique aprés accord du professeur
Masmoudi ou bien d' une autre personne qu’il aura dument autorisee.

Signature

Hopital central del’armée d’ Ain Naadja
Service de Neurologie
Professeur F. M essaoudi

Attestation de consentement éclairé

Je, soussigne, aprées les explications qui m'ont été fournies par le professeur Messaoudi, chef
du service de Neurologie de HCA, consentir pleinement & participer aux recherches
immunol ogiques qui seront effectuées sur un échantillon :

- Desang

- DelLCR
Ces recherches ne seront menées que dans un but scientifique aprés accord du professeur
Messaoudi ou bien d’ une autre personne qu’ il aura dument autorisee.

Signature



ANNEXE

Annexe 02 :

Méthode de calcule de I’activité Butyrylcholinésterase

Pour |le dosage de Butyrylcholinestérase, nous procédons d' abord par le dosage de |’ activité
Acetylcholinestérase.

1- Pour e dosage de |’ Acetylcholinestérase nous avons utilisé un inhibiteur
spécifique ala butyrylcholinestérase (iso OMPA).
Pour le calcule en utilise |’ équation suivante :

sop _ADO 1400 1
= X X —
e “100 [P

UO01 : I'activité Acetylcholinestérase (mol e/g/h)
A DO: DO2-DO1
[P]: Concentration protéque (g/l)

€: Coefficient d’ extinction molaire de 2-nitrobenzoate-mercaptothiocholine ; 1.36x104
(mole’®. L .cm™).

2- Pour le dosage de Butyryl cholinestérase en mesure d abord |’ activité cholinestérase
totale. Pour le calcule en utilise I équation suivante:
ADO 900 1

Ut X X
) 100 [P]

Ut : Activité cholinestérase total e (Acetyl cholinestérase + Butyrylcholinestérase)

L’ activité Butyrylcholinestérase = Ut - UO1 (mole/g/min).



Roles of the cytokines Thl and NO Synthase (NOS2) in the immunizing
disorders associated with the Alzheimer's disease and focusing of a
pathogenic biomarquor.
Abstract:
Alzheimer disease is a neurodegenerative disease leading to a progressive and irreversible loss of
mental functions. It usually manifest as comportment and memory impairment evolving into
dementia. It is characterized by three phases according to the evolution and the severity of the
symptoms. This pathology is associated with an immunity disorder which appears with significant
rise in the inflammatory cytokines and increased production of the free radicals such as nitric oxide.
The nitric oxide presents neurotoxicity primarily due to its capacity to be reacted with the anion
superoxide to form the peroxynitrite, respons ble of neuronal death.
The serum cholinestérase activity isimplied in the neurodegenerative process considering itsrolein
the cholinergic deficit involving an irreversible | oss of the memory.
The objectives of our work concern the role of the cytokines Thl and nitric oxide in the immunity
disorders associated with the evolution of pathology in order to target a hallmark of pathogeness.
This study is carried out on the Algerian patients reached by Alzheimer disease.
Our study aims to invegtigate the implication of Thl cytokines and NO in immune disorders
associated to pathology evolution in order to highlight a pathogenic hallmark. This study was
performed on Algerian patients with Alzheimer disease.
Our results suggest that peripheral inflammation is an active component at cerebral leve
characterized by increase IFNy expression. IFNy effects are potentiated by TNF-a particularly in
early phase of the disease. The intermediate phase, a pseudo stationary phase, is characterized by
IL-13 sgnificant induction. The inflammatory process is associated with a cholinergic deficit
leading to memory impairment.
The cytokine regulation systems are strongly related to high NO production, particularly in early
and late phases. These mechanisms seem to play arole in tissular and cdlular deleterious effects
during the pathology. Furthermore, our results have shown that NO production by Thl cytokines
simulate iINOS is highly implicated in the pathogenicity and evolution of Alzheimer disease.
Taken together, our finding show that NO, IFNy and butyrylcholinesterase activity seem to be
useful toolsfor better monitoring of Alzheimer disease.
Key words: Alzheimer, Oxide nitric, NOSynthase, Butyrylcholinesterase, dementia, Neurodegenerative,

Autoimmune, Cytokines.
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