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1. INTRODUCTION
La maladie d’Alzheimer cause la plus fréquente des démences du sujet âgé, est une

affection hétérogène tant sur le plan clinique que génétique dont l’expression clinique est le

résultat  de multiples facteurs génétiques et environnementaux.

L'évolution démographique et le vieillissement progressif de la population laissent

supposer que la maladie d'Alzheimer va devenir, dans les vingt prochaines années, un

problème majeur de santé publique et de société.

Le déclin cognitif représente un stade intermédiaire entre vieillissement normal et

démence [1]. Savoir dépister une démence au stade initial est d'une importance capitale, pour

une meilleure prise en charge des sujets atteints pouvant réduire le coût de prise en charge à la

société de 50 % [2].

Le développement du dysfonctionnement mnésique et cognitif, ainsi que les lésions

neuropathologiques de la maladie d'Alzheimer semblent être sous l’influence de facteurs

biologiques qui font l’objet de nombreuses recherches.

Ainsi :

- le polymorphisme de l’apolipoprotéine E qui influence la composition et

l’homéostasie lipidique et lipoprotéique  plasmatique [3]. Il augmente la probabilité de

survenue, ainsi qu'il avance l'âge de début de l'affection [4, 5]. L'allèle ApoE4 est un facteur

de risque majeur- ou gène de susceptibilité – associé à 40 à 65 % des cas sporadiques et

familiaux de MA. Plusieurs études en recherche fondamentale de Biochimie, Biologie

cellulaire et sur les animaux transgéniques ont suggérés des mécanismes potentiels pouvant

expliquer la contribution de l'apoE4 à la pathogénie de la MA [6].

- le rythme circadien du cortisol plasmatique peut être affecté par l'âge, avec des

niveaux trouvés plus élevés le soir et bas le matin, de même que la sensibilité au feedback

négatif aux glucocorticoïdes avec le vieillissement chez l'homme. L'activité de l'axe HPA

(Hypothalamo –Pituitary - Adrenal axis) maillon essentiel dans le processus de régulation de

la réponse au stress en général [7], peut être altéré par l'exposition répéter chronique et

soutenu au stress et très probablement par le processus du vieillissement lui-même [8]. Il est

connu qu'une sécrétion excessive de glucocorticoïde durant le stress peut à la longue et en

parallèle avec l'effet du vieillissement, entraîner au niveau du système nerveux des effets

adverses et tout particulièrement au niveau des structures hippocampiques, relais important

dans la régulation de la réponse au stress [9]. L'intérêt de l'exploration de l'axe HPA dans la

maladie d'Alzheimer découle des constatations sur l'animal que l'élévation des niveaux du
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cortisol plasmatique accélère la perte neuronale au niveau des structures hippocampiques. De

plus les lésions de l'hippocampe ont tendance à augmenter l'activité de l'axe HPA (hypothèse

de la cascade glucocorticoïde de SAPOLSKY et McEWEN).

- l'homocystéine suscite un intérêt scientifique important. L'enthousiasme manifesté

par différentes équipes de recherche de disciplines diverses au cours de la 2e Conférence

internationale sur le métabolisme de l'homocystéine (CIMH), organisée du 26 au 29 avril

1998 à Nimègue (Pays-Bas), en a été la démonstration. Initialement étudiée dans l'exploration

des anomalies métaboliques congénitales des acides aminés soufrés, l'analyse de

l'homocystéine s'est étendue à d'autres domaines cliniques dont la maladie d'Alzheimer [10-

17]. Malgré ces différentes observations, la relation entre l'hyperhomocystéinémie et la

pathologie est loin d'être évidente.

- la 5,10-méthylène tétrahydrofolate réductase (MTHFR) joue un rôle crucial dans le

métabolisme des folates et de l’homocystéine [18]. Le rôle de la MTHFR dans certaines

maladies a  été rapporté par Mudd et al. [19]. La caractérisation de l’ADNc de MTHFR [20-

22] a permis de répertorier plusieurs mutations de MTHFR chez des patients

homocystinuriques, ainsi qu’un variant commun, 677C → T (A222V), qui correspond à la

forme thermolabile de l’enzyme [21]. Ce polymorphisme génétique (une mutation

communément observée dans la population normale) est la cause génétique la plus fréquente

d’hyperhomocystéinémie.

- parmi les complications du diabète, déclin cognitif et démence sont largement

rapportés dans la littérature. Les auteurs évoquent l’hypothèse d’un lien direct entre les

processus responsables de la perte neuronale et les cellules B pancréatiques dans les deux

affections DM2 et MA. Il y a peu d'études réalisées sur la maladie d'Alzheimer [23], bien que

cette affection soit revenue à l'avant scène scientifique internationale que depuis un peu plus

de deux décennies, elle bénéficie de budgets de recherche colossaux.

La revue thématique présentée en introduction à cette étude illustre bien, la complexité

des interrelations, facteurs de risque génétique et environnementaux avec l'expression

phénotypique de la MA.

Les études épidémiologiques concernant l'association : tolérance au glucose,

insulinorésistance, diabète de type 2 et Maladie d'Alzheimer montrent cela; toutefois

beaucoup de controverses restent à régler dans ce champs de recherche.

Les données épidémiologiques concernant la relation stress cumulé, processus de

vieillissement et MA sont encore éparses. Enfin très peu (ou pas) d'investigateurs  ont

explorés l'interaction associée de ces deux conditions avec la maladie d'Alzheimer.
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En 2009, la maladie d'Alzheimer touche plus de la moitié des cas de démence de la

personne âgée dans les pays riches.

A partir de toute ces données et devant le manque de travaux scientifique sur la MA en

Algérie, notre étude se propose d'en explorer les aspects suivants :

 Comparer le statut glycémique, insulinémique, cortisolémique et homocysteinémique;

chez les sujets atteints de MA avec ceux des sujets sains témoins.

 Déterminer les facteurs vasculaires (Cholestérol, triglycérides, C-HDL, C-LDL, HTA,

homocystéine etc…) présents chez les patients atteints de MA, et les comparer à ceux

des sujets témoins.

 Déterminer les génotypes ApoE, MTHFR (C677T), les fréquences alléliques ε2, ε3,

ε4 et C, T du groupe de sujets atteints de MA et les comparer avec ceux du groupe de

sujets témoins.

 Apprécier l’association entre ces différents facteurs et la maladie d’Alzheimer.
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2. REVUE DE LA LITTERATURE

2.1. La maladie d’Alzheimer
2.1. 1. Historique

Aloïs Alzheimer (1864-1915) est un médecin psychiatre et un neuropathologiste

allemand du début du XXe siècle qui étudia le cerveau des personnes atteintes de démences

grâce à une nouvelle technique de coloration à l'aniline et des imprégnations argentiques.

En 1907, Aloïs Alzheimer décrit pour la première fois les altérations anatomiques

observées sur le cerveau d'une patiente de 51 ans, atteinte de démence, elle présentait

également des hallucinations visuelles et des troubles de l'orientation. En 1911, Alzheimer

découvrait un autre cas identique.

Le psychiatre Emil Kraepelin proposa que la maladie porte le nom d'Alzheimer.

Autour des années 80, l’intérêt général pour la maladie d’Alzheimer grandit. En effet,

elle est de plus en plus fréquente, les sujets à risque étant de plus en plus nombreux du fait de

l’augmentation de l’espérance de vie. Avec l’avancée de la recherche, on connaît les protéines

qui composent les plaques séniles, principales altérations du système nerveux centrales en lien

avec la maladie d’Alzheimer.

2.1.2. Épidémiologie, éco-épidémiologie
La prévalence de la maladie d'Alzheimer augmente fortement avec l'âge, elle est liée

au fait que nous vivions plus vieux, mais également à des causes environnementales : les

japonais ont le plus bas taux de cette maladie, sauf quand ils vivent dans un autre pays. Aux

USA les données statistiques 2000, recensent 4,5 millions de personnes atteintes de MA. Les

estimations statistiques prévoient une multiplication par 3 de ce nombre en 2050 soit 13,5

millions de personnes [24].

Plus de 10 % des sujets âgés de plus de 65 ans développent une démence : la maladie

d'Alzheimer (MA), à l'origine de plus de la moitié des cas de démence du sujet âgé, a une

prévalence qui double tous les 5 ans, et ainsi sa prévalence passe de 1% à l'âge de 60 ans, à

plus de 40 % chez les sujets âgés de 85 ans et plus [25].
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Un nombre croissant de chercheurs estiment qu'il faut mieux comprendre ces facteurs

environnementaux pour maîtriser cette pandémie [26].

La géographie de l'incidence de la maladie laisse supposer des causes

environnementales aux formes sporadiques qui sont les plus fréquentes. En Effet :

 L’incidence - aux mêmes âges - est toujours plus forte dans les pays riches qu'ailleurs,

le Japon est une exception pour les pays industrialisés et riches, la prévalence de la

maladie y est presque 10 fois plus faible qu'en France.

 Ceci est vrai pour les populations urbaines supposées plus exposées aux pollutions

(par exemple en Inde développent 5,4 fois moins d'Alzheimer qu'en Pennsylvanie)

[27], mais aussi pour les populations rurales.

 De même les afro-américains vivant aux États-Unis sont beaucoup plus touchés que

les Yorubas du Niger, le risque de MA pour ces individus est deux fois moindre au

Niger (1,15%) qu'en Amérique du Nord (2,52%) (à âge égal), ce qui plaide aussi pour

une cause environnementale, au moins dans 50 % des cas) [28].

Cette maladie est plus rare en Asie (alors que la population chinoise connait aussi un

vieillissement important suite à la politique de contrôle de la natalité soutenue par son

gouvernement depuis les années 1960) [29].

2.1.3. Épidémiologie prospective

En Europe, l’incidence des démences devrait croître en 50 ans de 1,9 million de

nouveaux cas par an à 4,1 millions, selon Wancata et al [30].

En Belgique, 5 à 10 % des plus de 65 ans sont touchés et près de 20 % des plus de 80 ans [31].

En France, l'étude « PAQUID » (1988-2001) a fait ressortir que 17,8 % des personnes de plus

de 75 ans sont atteintes de la maladie d'Alzheimer ou d'un syndrome apparenté. D'après une

évaluation ministérielle de 2004, environ 860 000 personnes seraient touchées par la maladie

d’Alzheimer en France. Un chiffre qui pourrait atteindre 1,3 million en 2020 et 2,1 millions

en 2040. Le nombre de nouveaux cas est d'environ 225 000 par an [32]. La prévalence des

démences chez les plus de 75 ans atteint presque 18% (maladie d’Alzheimer à 80%) [33].

Ceci représente environ 900 000 malades (et dans les années 2000 environ 220 000 nouveaux

cas par an), avec des tendances et projections très alarmantes : 1 200 000 malades en 2020, et

plus de 2 000 000 vers 2040 [34].

En raison d'un accroissement rapide prévu de la population Américaine, la prévalence de la

MA quadruplera chez les sujets de 85 ans et plus (8 millions de personnes), tandis qu'elle
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doublera chez les sujets âgés entre 75 ans et 84 ans (4,8 millions de personnes) et restera

constante dans la tranche d'âge de 65 ans à 74 ans (0,5 millions).

Selon une statistique fournie par la Société algérienne de neurologie et de

neurophysiologie clinique (SANNC), 100 000 personnes sont atteintes par le syndrome

d’Alzheimer dans le pays. (En Algérie l’espérance de vie est passée de 50 ans en 1962 à 76

ans en 2007).

2.1.4. Symptômes et évolution de la maladie
L’évolution de la maladie se traduit par l’installation insidieuse d’un syndrome

démentiel qui se caractérise par un affaiblissement de la mémoire (Amnésie), du jugement, de

l’attention et de la capacité à résoudre des problèmes. Il est suivi par des troubles du langage

(Aphasie), une difficulté à effectuer certains gestes (Apraxie) et une perte de la

reconnaissance des objets (Agnosie). On parle ainsi de la maladie des quatre « A » [35].

Son évolution, des premiers symptômes jusqu’au décès, se constate sur une durée moyenne de

8 ans [36].

On reconnaît trois grands stades dans la progression de la maladie : le stade de début

(troubles, notamment de la mémoire et du langage, discrets mais pouvant altérer

l’accomplissement de tâches quotidiennes…), le stade modéré (les troubles s’accentuent,

désorientation temporelle et spatiale nette, jugement et affectivité perturbés…) et enfin le

stade sévère (perte de la mémoire, langage déstructuré, fonctions exécutives nulles,

comportement perturbé…).

Cette affection a des retentissements importants sur les proches (conjoint(e), enfants,

famille, amis…). En effet, 8 patients sur 10 souffrant de cette maladie cérébrale dégénérative

vivent à domicile. Cet impact sur les proches est alors aussi bien psychologique (dépression,

troubles du sommeil…), que physique (50% de mortalité en plus chez les aidants) ou financier

[37].

Le diagnostic
En l'absence de marqueurs biologiques de la MA, le diagnostic reste essentiellement

clinique du vivant du patient. Il pourra être ensuite validé par un examen neuropathologique.

Le diagnostic clinique repose sur l'histoire de la maladie, l'interrogatoire de l'entourage, sur

l'exploration neuropsychologique et comportementale, et sur l'examen clinique [38]. Les

troubles de la mémoire sont les premiers symptômes et dominent le tableau clinique dans la

6



plupart des cas. Les critères diagnostiques utilisés en général sont ceux de Mc Khann et al

(NINCDS-ADRDA) [39].

- L'évaluation neuropsychologique a deux objectifs: authentifier le déclin cognitif et

caractériser les troubles, ce qui contribue au diagnostic étiologique de la démence, par les

tests comme le MMS (Mini Mental state examination de Folstein), simple, rapide, universel et

le test de Grober et Buschke particulièrement intéressant pour définir le type de troubles

mnésiques orientant vers une origine corticale, hippocampique ou sous-cortico-frontale. Une

quantification des troubles est également possible (Neuropsychiatric Inventory ou NPI de

Cummings) [40].

- L'imagerie est un élément important du diagnostic: l'imagerie structurelle (scanner X, IRM)

évalue l'atrophie régionale hippocampique par la mesure de l'épaisseur de la partie interne du

lobe temporal droit [41], mais aussi lobaire, frontale ou temporo-polaire; elle évalue

également la participation vasculaire et les anomalies de substance blanche; et bien sur elle

élimine les classiques causes « neurochirurgicales ».

Le diagnostic certain de la maladie d'Alzheimer est un diagnostic post-mortem. Il est

établi à partir de la présence de deux types de lésions en grande quantité dans les régions

hippocampique et corticales associatives : il s'agit des plaques amyloïdes et des neurones en

dégénérescence neurofibrillaires. On observe généralement une atrophie cérébrale.

2.1.5. Anatomo-pathologie

La nature neurodégénérative de la maladie d’Alzheimer se traduit par l’installation

progressive et irréversible dans le cortex cérébral de lésions histopathologiques bien précises,

qui sont les plaques séniles (PS) [42], les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) [43], et les

dégénérescences granulo-vasculaires (DGV). Elles s’accompagnent d’une dépopulation

neuronale avec atrophie corticale.

2.1.5.1. L’atrophie corticale

Chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer, le cerveau peut perdre 8 à 10 %

de son poids tous les dix ans, contre 2 % chez un sujet sain selon la plupart des auteurs [44,

45]. L'atrophie corticale s'accompagne d'une dilatation des ventricules cérébraux et des sillons
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corticaux ainsi que d'une perte neuronale affectant particulièrement le système cholinergique

(noyau basal de Meynert, septum, cortex entorhinal, amygdale et hippocampe) (figure 1).

Figure 1: Schéma comparant un cerveau sain (à droite) et un cerveau atteint de la maladie
d’Alzheimer [46]

2.1.5.2. Les plaques séniles (ou plaques amyloïdes)

Ces plaques, essentiellement localisées dans le néocortex et l'hippocampe,

correspondent à l'accumulation extracellulaire d’un peptide dit « β-amyloïde » (PbA) ou

« peptide Aβ42 » (42, parce que constituée de 42 acides aminés). C'est une protéine

pathogène (neurotoxique) et insoluble qui est aussi la forme la plus amyloïdogène du bêta-

amyloïde.
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Cette anomalie permettrait une entrée anormale de calcium dans le neurone, ce qui

activerait la microglie (réaction inflammatoire) [47], entraînant la mort inéluctable du neurone

par nécrose ou par apoptose (figure 2).

Figure 2: Les plaques séniles [48].

En microscopie électronique le centre amyloïde est constitué d’un enchevêtrement de

filaments rectilignes formés du peptide amyloïde Aß.
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2.1.5. 3. Angiopathie amyloïde

Ce terme concerne l’accumulation de matériel protéique amyloïde dans la paroi des

vaisseaux cérébraux, fréquemment observée chez les malades Alzheimer [49]. Il désigne

également une affection autonome, appartenant au groupe des démences artériopathiques

[50], caractérisée par des hémorragies et des ramollissements cérébraux récidivant.

2.1.5.4. Les dégénérescences neurofibrillaires

Des lésions cellulaires semblent consécutives à une augmentation de la capacité de

phosphorylation (estérification des fonctions alcool des acides aminés hydroxylés) de la

protéine tau. Ces lésions semblent induites par l'accumulation anormale d'un dérivé de la

protéine tau hyperphosphorylée, responsable de la formation de filaments appariés : lorsque la

protéine tau est hyperphosphorylée, elle se détache des microtubules, et va se conformer en

paire de filaments hélicoïdaux pathologiques, qui s'agrègent en amas de neurofibrilles causant

une neurodégénérescence fibrillaire progressive. Les substances nécessaires au

fonctionnement du neurone ne pouvant plus être acheminées jusqu'au corps cellulaire, le

neurone finit par mourir (figure 3).
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Figure 3: Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) [48].

2.1.6. Le rôle central de l’APP dans la maladie d’Alzheimer
L’étude des rares cas familiaux où la MA se transmet de façon quasi systématique et

se déclenche précocement (avant 60 ans). L’étude de ces familles a conduit à la découverte de

mutations sur le gène du précurseur de la protéine β-amyloïde (APP), cloné pour la première

fois en 1987 [51].

Plusieurs mutations de l’APP et des protéines nommées présénilines (PS) ont été

découvertes et sont responsables de formes héréditaires de MA à développement précoce et à

transmission autosomale dominante [52]. Ces mutations perturbent le métabolisme de l’APP,

dont le clivage protéolytique anormal ou excessif conduit à l’accumulation de protéine β-

amyloïde (Aβ) dans le cerveau.
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2.1.6.1. Les différentes isoformes de l’APP

L'APP est une glycoprotéine transmembranaire dont le gène se situe sur le

chromosome 21 humain. Ce gène code pour plusieurs isoformes de l'APP membranaire

(mAPP), de 365 à 770 acides aminés, obtenues par épissage alternatif de l'ARN messager

[53]. Ces isoformes de mAPP contiennent toutes la séquence de 39 à 43 acides aminés

correspondant à l’Aβ retrouvée dans les plaques séniles. Les isoformes principales, que sont

l'APP695, l'APP751 et l'APP770, diffèrent structuralement par leur nombre d'acides aminés, et

par la présence ou non d'une séquence analogue des inhibiteurs de protéase à sérine (domaine

KPI pour Kunitz-like Protease Inhibitor) (figure 4). Alors que la forme neuronale

prépondérante est l'APP695 dépourvue de domaine KPI, les isoformes APP751 et APP770

possédant un domaine KPI sont exprimées majoritairement dans les tissus périphériques et par

les cellules gliales du cerveau [54-56].

L’APP fait partie d’une famille de protéines comprenant également des APLP (pour Amyloid

Precursor Like Proteins) très conservée sur le plan de l’évolution [57-59].
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Figure 4: Séquences d’acides aminés constituant l’APP chez l’Homme (isoformes 695, 751
et 770) et chez la Souris (exemple de l’isoforme 695) Zones vertes : domaine KPI présent
dans les isoformes 751 et 770 Zones rouges: différences Homme/Souris Zones bleues :
polymorphismes des isoformes humaines Souligné: séquence correspondant à la protéine β-
amyloïde de 40 ou 42 acides aminés Encadré gras : séquence RERMS responsable des effets
trophiques [60].
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Chez l’Homme et chez la Souris il existe en plus de l’APP, une APLP1 et une APLP2, Ceci

laisse à penser que l’APP et les APLP dériveraient d’un seul gène ancestral commun [57].

L’APP et les APLP possèdent des propriétés fonctionnelles redondantes [61], en effet, la

double mutation est létale lorsqu’elle implique à la fois le gène de l’APP et celui de l’APLP2,

supposant une forte homologie fonctionnelle de ces deux protéines [62].

2.1.6.2. Métabolisme de l’APP

Les sécrétases

L'APP membranaire peut être clivé au niveau de trois sites endoprotéolytiques, par

trois activités enzymatiques : les α-, β- et γ-sécrétases [63] (figure 5). Traditionnellement, les

différentes voies de sécrétion sont qualifiées d’amyloïdogéniques, si elles génèrent de l’Aβ,

ou de non amyloïdogéniques, si elles n’en génèrent pas [64]. L’équilibre entre la production et

la dégradation du peptide Aβ se stabilise dans les conditions normales à un seuil en dessous

duquel le peptide reste soluble. Le dérèglement de cet équilibre peut conduire à

l’accumulation d’Aβ.

La voie amyloïdogénique fait intervenir les activités β- et γ-sécrétases qui clivent le

mAPP de part et d'autre de la séquence correspondant à l'Aβ. Cette voie conduit à la

libération dans l’espace extracellulaire du peptide Aβ et d’une forme sécrétée de l’APP, le

sAPPβ. Le fragment C-terminal de l’APP restant est le fragment P7. Les clivages par la β- et

la γ-sécrétase peuvent survenir au niveau du réticulum endoplasmique, au sein du réseau

trans- golgien, au niveau de la membrane plasmique ou encore dans des endosomes après

réinternalisation du mAPP. Les β-sécrétases identifiées à ce jour sont nommées BACE-1 et

BACE-2 (pour β-site APP Cleaving Enzyme), et sont deux protéases acides membranaires

[65]. Les recherches thérapeutiques actuelles contre la maladie d’Alzheimer visent, entre

autres, à réduire l’activité de BACE-1 afin de réduire la production d’Aβ. En raison de la

présence de sites alternatifs de coupure par les β- et γ-sécrétases, ce peptide peut comporter

de 32 à 43 acides aminés, les formes principales étant les peptides Aβ [1-40] et Aβ [1-42].

Une fois généré, les peptides Aβ sont éliminés par différents mécanismes de clairance parmi

lesquels la dégradation par diverses peptidases dont l’enzyme IDE dégradant l’insuline ou

encore la néprilysine [66], mais ils peuvent aussi s’accumuler.
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Figure 5: Voies de dégradation de la protéine APP par les différentes sécrétases et
production du peptide Aβ. La protéine transmembranaire APP peut être hydrolysée soit par
le couple α- et γ-sécrétases qui produit un peptide P3 court et non-amyloïdogène, soit par le
couple β- et γ-sécrétases qui produit le peptide amyloïdogène Aβ. Le fragment
intracellulaire libéré par les γ-sécrétases aurait une fonction de signalisation nucléaire. De
même, le peptide extracellulaire libéré par les α-sécrétases serait impliqué dans la
communication intercellulaire [67].
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La voie non amyloïdogénique fait intervenir une activité α-sécrétase qui coupe le mAPP au

milieu de la séquence correspondant à l'Aβ, permettant ainsi la sécrétion dans l'espace

extracellulaire d'une forme sécrétée de l'APP, le sAPPα. Ce clivage peut avoir lieu au sein du

réseau trans-golgien ou bien au niveau de la membrane plasmique, puis le sAPPα est libéré

dans l’espace extracellulaire. Cette voie de sécrétion ne produit donc pas de protéine β-

amyloïde. A ce jour, plusieurs α-sécrétases de la famille des ADAM (pour a Disintegrin And

Metalloprotease) ont été identifiées: ADAM 10, ADAM 17 (appelée aussi TACE pour Tumor

Necrosis Factor α Converting Enzyme) ou encore MDC9. Ces métalloprotéases sont

généralement impliquées dans la coupure de protéines transmembranaires [68, 69].

Les présénilines
Les présénilines (PS1 et PS2) sont des protéines membranaires multifonctionnelles de

467 et 448 acides aminés, leurs gènes sont situés respectivement sur les chromosomes 14 et 1

humains. De nombreuses mutations de ces gènes ont été découvertes (à ce jour 111 pour la

PS1, 10 pour la PS2), et sont retrouvées dans plus de 60 % des formes familiales de MA

(contre 10 % environ pour les mutations connues de l’APP [70, 71]).

Les présénilines sont impliquées dans la formation du complexe à activité γ-sécrétase capable

de protéolyser l’APP, et dans d’autres voies de protéolyse comme celle de la protéine Notch

[72]. Etant donné que la protéine Notch joue un rôle dans la différenciation des cellules (par

exemple, lors de l’hématopoïèse), les stratégies thérapeutiques visant à diminuer l’activité γ-

sécrétase afin de réduire la production d’Aβ ne semblent pas dénuées de risques d’effets

secondaires majeurs (par exemple, une immunodéficience).

2.1.6.3. Rôles de l’APP et de ses dérivés

En raison de l’évidence de la perturbation du métabolisme de l’APP au cours de la

MA, de nombreuses recherches se sont focalisées sur la compréhension des rôles

physiologiques normaux de l’APP et de ses dérivés [73, 74]. L’APP est exprimé de façon

ubiquitaire dans l’organisme, mais ses fonctions physiologiques multiples ne sont pas encore

bien connues.

Avec les APLP, l’APP joue un rôle clé dans le développement embryonnaire [43]. La

variation d’expression des différentes isoformes de l’APP au cours du développement suggère

une implication différentielle de ces isoformes dans l’ontogénèse du système nerveux, dans
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les processus d’adhésion cellulaire, de stimulation de la croissance neuritique et de

synaptogenèse [75]. Les sAPP pourraient également jouer un rôle dans la neurogenèse [76].

2.1.6.3.1. Hypothèse de la cascade Amyloïde

On  s’accorde  généralement  sur  le  fait  que la  cascade  amyloïde  est  le

facteur étiologique central de la maladie d’Alzheimer [77]. Cela a mené à l’élaboration de

l’hypothèse dite «de la cascade amyloïde», selon laquelle les agrégats d’A42 sont à l’origine

d’une cascade d’événements aboutissant à la mort neuronale et à la démence (Figure 6). Dans

des conditions non pathologiques, l’A est dégradée par des enzymes protéolytiques ou

évacuée par des mécanismes de transport. Le déséquilibre entre les mécanismes de production

et  les  mécanismes  de  dégradation/évacuation de l’A serait à l’origine d’une cascade

d’événements aboutissant aussi à la dégénérescence des neurones et à la démence.

La protéine amyloïde bêta s’accumule dans le milieu extracellulaire puis s’agrège avec

différentes substances (l’apolipoprotéine E,  l’-antichymotrypsine,  l’acétylcholinestérase,  la

laminine, la fibronectine, l’ubiquitine, des protéoglycans,  l’aluminium,  le  fer,  la  protéine

tau ...). L’effet neurotoxique de ces dépôts amyloïdes est complexe, à la fois direct et indirect :

par une entrée excessive de calcium dans les neurones [78], une hyperphosphorylation  de  la

protéine tau,  un  dysfonctionnement  neuronal,  une  perte de synapses, une diminution du

nombre de dendrites, une diminution des neurotransmetteurs et la mort cellulaire. Par ailleurs,

via des récepteurs couplés à la protéine G, les plaques produisent des effets chémoattractants

et activateurs sur les monocytes et les astrocytes qui libèrent des cytokines et initient une

cascade inflammatoire.

L’A augmente aussi la libération de radicaux libres accroissant le stress oxydatif et favorise

des processus métaboliques menant à l’apoptose.
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Figure 6: L’hypothèse de la cascade amyloïde. Les perturbations du métabolisme du
précurseur du peptide amyloïde (APP) conduisent à la production du peptide Aß et son
agrégation sous forme de dépôts amyloïdes. La substance amyloïde conduit à la
phosphorylation de la protéine tau, à la dégénérescence neurofibrillaires et à la mort neuronale
pour aboutir à la démence. La phosphorylation de la protéine tau conduit aussi à une
dépolymérisation des microtubules et une altération du transport axonal [79].
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2.1.6.3.2. Formation des dégénérescences neurofibrillaires (DNF)

Dans la maladie d’Alzheimer, la démence résulte d’une perte neuronale et synaptique

[80]. Les stigmates neuropathologiques sont de deux types : les neurones en dégénérescence

neurofibrillaires (DNF) et des dépôts amyloïdes.

Dans le cortex cérébral, la DNF touche principalement des neurones pyramidaux.

Dans la maladie d’Alzheimer, elle suit un chemin séquentiel et hiérarchisé lié aux connexions

cortico-corticales (figure 7). La DNF correspond à une accumulation intraneuronale de

fibrilles formées de filaments très caractéristiques, appelés les paires de filaments appariées en

hélice ou PHF (Paired Helical Filaments). Les PHF sont constituées par l’agrégation de

protéines microtubulaires tau. Ces filaments sont pathologiques et constituent des marqueurs

ultrastructuraux du processus dégénératif de type Alzheimer. Les PHF sont également

observées dans les neurites en dégénérescence qui abondent dans le neuropile et en périphérie

des dépôts amyloïdes, pour former les plaques séniles. Les plaques séniles, marqueurs

spécifiques de la maladie d’Alzheimer, reflètent la présence de deux processus dégénératifs

simultanés : amyloïdogenèse et DNF.

Cependant, la DNF n’est pas une lésion histologique spécifique de la maladie

d’Alzheimer, elle est également retrouvée dans la trisomie 21, la région hippocampique des

personnes âgées, de nombreux syndromes parkinsoniens, Dégénérescence Cortico-Basale

(DCB), Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP), Parkinson Post-Encéphalitique [81-83].

La dégénérescence neurofibrillaires n’est pas spécifique de la maladie d’Alzheimer,

mais sa distribution cérébrale et sa relation avec la pathologie amyloïde reflètent un processus

étiopathogénique particulier [84].
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Figure 7: Le chemin séquentiel et hiérarchisé de la DNF. Il existe une séquence d’apparition
de la dégénérescence neurofibrillaires. Elle commence au niveau de la région hippocampique
(cortex trans-entorhinal (S1), entorhinal (S2), puis hippocampe (S3)) et s’étend
séquentiellement aux régions temporales (aires de Brodmann 38, 20, 21) (S4-S6). Puis elle
touche les régions associatives polymodales (aires de Brodmann 22 (temporale), 39 (pariétale)
et 9 (frontale)) (S7). Dans les cas les plus sévères, elle peut être observée dans des régions
sensitives primaires (aires 4 (motrice) et 17 (visuelle)) (S10). Ceci suggère donc qu’il existe
des sous-populations neuronales vulnérables et que la pathologie tau progresse le long de
circuits neuronaux précis aboutissant à une propagation cortico-corticale [79].
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2.1.6.3.3. Les protéines tau

La dégénérescence neurofibrillaire correspond à l’agrégation intraneuronale de

protéines tau anormalement phosphorylées sous la forme de paquets de filaments

pathologiques [85, 86]. Le rôle physiologique de tau permet de mieux comprendre son impact

sur le fonctionnement cérébral. Les protéines tau appartiennent à la famille des MAP

(microtubule-associated proteins). Elles sont principalement neuronales et jouent un rôle dans

la polymérisation des microtubules [81-83]). Le gène des protéines tau est localisé sur le

chromosome 17, à la position 17q21. À partir du gène, et suite à un épissage alternatif, seront

produits 6 ARN messagers de tau, traduits ensuite sous forme de 6 protéines tau différentes

(en fait six isoformes) [87, 88]. Les protéines tau régulent la stabilité des microtubules en

fonction de leur état de phosphorylation.

Figure 8: Les six isoformes de protéines tau (45 kDa - 65 kDa). Il existe six isoformes de
protéines tau dans le cerveau humain adulte. Une seule isoforme est présente à la naissance et
ne comporte pas de séquences codées par les exons 2, 3 et 10, il s’agit de l’isoforme fœtale de
352 acides aminés (aa). Après la naissance, les autres isoformes vont apparaître au cours du
développement : [2-3-10+ (383 aa)], [2+3-10- (381 aa)], [2+3-10+ (412 aa)], [2+3+10- (410
aa)] et [2+3+10+ (441 aa)]. Il y a donc trois isoformes à trois domaines de liaison aux
microtubules et trois isoformes à quatre domaines de liaison aux microtubules. Les rectangles
noirs schématisent les domaines de liaison aux microtubules (R1-R4) [79].
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2.1.6.3.4. Caractérisation des protéines tau pathologiques de la maladie d’Alzheimer

La détection de protéines tau agrégées et anormalement phosphorylées au sein des

PHF est un élément qui a été intégré dans l’hypothèse de la cascade amyloïde. Le peptide Aß

est toxique et il conduit à une dérégulation de l’homéostasie cellulaire en activant de façon

anarchique un certain nombre de kinases.

Figure 9: Le code barre des maladies neurodégénératives. Les 6 isoformes
hyperphosphorylées s’agrègent dans la maladie d’Alzheimer et présentent un profil
électrophorétique de type triplet. Seules les isoformes E10- s’agrègent dans la maladie de Pick
et inversement, les isoformes E10+ sont retrouvées dans la PSP. Pour la dystrophie
myotonique de Steinert, les isoformes avec les séquences codées par les exons 2 et 3 (E2, E3)
ne sont pas exprimées. Les codes couleur sont identiques à ceux de la figure 8 [79].
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La notion de tauopathies, pathologies liées à l’agrégation spécifique d’isoformes de

protéines tau, était née. Elle repose sur le fait que certaines isoformes de protéines tau

définissent des sous-populations neuronales spécifiques (figure 10).

Cependant, des données récentes indiquent que certains polymorphismes du gène tau

ont un lien avec l’expression et l’épissage alternatif [89]. C’est ainsi que pour une même

mutation sur le gène Tau, l’expression clinique dans une même famille sera très différente,

variation de l’âge de début, durée de la maladie, profil clinique [90].

Figure 10: Sous-populations neuronales vulnérables et isoformes de protéines tau. Certaines
sous-populations neuronales expriment des isoformes de protéines tau avec 3 (E10-, jaune) ou
4 (E10+, bleu) domaines de liaison aux microtubules. D’autres expriment les six isoformes
(E10- et E10+, vert). Si les neurones d’une sous-population dégénèrent, seules les isoformes
de protéines tau présentes vont agréger. Cela conduira à une lésion particulière (par exemple,
un corps de Pick (rouge)) avec un profil électrophorétique particulier (doublet inférieur tau 60
et 64 avec variant mineur à 69 kDa). Les couches de l’isocortex sont numérotées de I à VI
[79].
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2.1.6.3.5. La protéine prion

Dans les maladies à prions, la PrP présente un repliement incorrect qui conduit à

son agrégation (PrPsc) à l’intérieur et autour des cellules nerveuses, empêchant leur

fonctionnement [91]. Des dépôts sont également observés chez des patients atteints de MA

[92, 93]. Il a même été suggéré une surexpression de PrPc dans le cortex frontal des

patients atteints de MA et une réduction de l’expression dans le cortex occipital [94]. La

PrPc pourrait favoriser la formation de plaques Aβ en augmentant l’agrégation [95].

2.1.7. Les neurotransmetteurs
Les lésions histologiques de la MA apparaissent dans des structures d’où sont

originaires les voies cholinergiques, notamment le néocortex, l'hippocampe, le noyau basal

de Meynert, la bandelette diagonale de Broca, le septum, le striatum et le thalamus. Il en

résulte une diminution parfois massive de la concentration en neurotransmetteurs

notamment l’acétylcholine [96]. Le déficit cholinergique peut atteindre jusqu'à 90% dans

les stades sévères de la maladie [97]. Cependant, d'autres neurotransmetteurs peuvent

interagir dans ces structures. Le déficit de somatostatine touche le néocortex et

l'hippocampe. La baisse des concentrations peut atteindre 60%. Des modifications

concernent aussi les récepteurs, en particulier à l'acétylcholine. La densité des récepteurs

nicotiniques baisse au niveau du cortex, alors que celle des récepteurs muscariniques se

maintient dans les régions corticales et hippocampiques [98]. La répercussion de la MA

sur plusieurs systèmes de neurotransmission explique les limitations des traitements

exclusivement cholino-mimétiques [99].
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2.2. APOLIPOPROTEINE E
L'apolipoprotéine E (apoE) est une protéine ubiquitaire, jouant un rôle dans le

transport du cholestérol et des phospholipides [100, 101].]. L'apo E est un des composants des

lipoprotéines. Elle est un des constituants des VLDL (very low density lipoprotein) dont la

fonction première est le transport des triglycérides, des HDL (high density lipoprotein) qui

participent à la redistribution du cholestérol, et des chylomicrons.

2.2.1. Structure
L'apo E comporte deux domaines structuraux correspondant à deux domaines

fonctionnels, qui peuvent être individualisés par clivage à la thrombine [102, 103] (figure 11).

La partie N-terminale (1-191) (22 kDa) comporte un site de fixation à l'héparine (142-147)

[104] et de liaison avec le récepteur LDL (141-155) [105, 106].

La partie C-terminale (216-299) (10 kDa) joue un rôle majeur dans le transport des

lipides, grâce à un site de liaison aux lipides (244-272) [107].

Figure 11 : Le modèle de l’apolipoprotéine E humaine [108].
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2.2.2. Le gène de l'apo E
Le gène de l'apo E est unique et situé à l'extrémité centromérique de l'ensemble d'une

famille de gènes codant pour le groupe apolipoprotéine E, CI, et CII, sur le chromosome 19,

dans la région q13.2 [109, 110]. Ce gène de 3,7 kb comporte quatre exons et trois introns

[110, 111]. Le premier exon est non codant, le deuxième exon code pour un peptide signal, le

troisième exon pour les 61 premiers acides aminés et le quatrième pour l'essentiel de la

protéine mature. L'ARNm a une longueur de 1163 paires de base  (figure 12).

Figure 12 : Le gène de l’apoE et modifications post transcriptionnelles [112]

2.2.3. Polymorphisme génétique de l’apo E
Le polymorphisme génétique de l’apo E se trouve dans la partie codante du gène et

modifie la fonction de la protéine produite. Le polymorphisme génétique de l’apo E comporte

3 allèles (ε2, ε3, ε4) codant pour 3 formes de l’apo E structurellement et fonctionnellement

différentes (E2, E3, E4) [102]. Les formes E2 et E4 diffèrent chacune de la forme E3, la

forme la plus fréquente, par un seul acide aminé en position 112 et 158, qui peut être occupé

soit par une cystéine, soit par une arginine (figure 13).
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L’apo E2 comprend deux cystéines, l’apo E3 comprend une cystéine en position 112

(codon TGC) et une arginine en 158 (codon CGC) et l’apo E4 deux arginines en position 112

et 158 [113]. Ces mutations (Arg = CGC, Cys = TGC) entrainent un polymorphisme de la

longueur des fragments de restriction lors d’une digestion de l’ADN de l’exon 4 du gène de

l’apoE par l’enzyme Hha I (gcg/c). La présence des deux sites identifie l’allèle ε4 et leur

absence l’allèle ε2. Dans l’allèle ε3, l’enzyme de restriction Hha I coupe l’ADN en 158 mais

pas en 112. Les trois isoformes E2, E3, E4 ont des charges respectivement égal à 0, 1+ et 2+

[114]. L’allèle ε4 est considéré comme l’allèle ancestral ; l’allèle ε3 qui est le plus fréquent, et

l’allèle ε2 qui est habituellement le plus rare [115].

Les allèles de l’apoE se transmettent de façon codominante. Chaque sujet hérite un des

trois allèles de chaque parent, chaque individu possède 2 allèles de l’apoE et les combinaisons

possibles de ces allèles dans la population donnent six phénotypes différents : trois

homozygotes ε2/ε2, ε3/ε3, ε4/ε4 et trois hétérozygotes ε4/ε3, ε3/ε2 et ε4/ε2 [102, 116, 117].

Diverses variantes génétiques ont été trouvées avec ou sans modification de la charge

électrique par exemple ε1, ε5 et ε7 [118, 119] ou encore apoE Leiden [120]. Les proportions

de chacun des six phénotypes de l’apoE dans un échantillon Européen de l’ouest sont

ε2/ε2=1%, ε2/ε3= 11%, ε2/ε4=3%, ε3/ε3=63%, ε3/ε4=20%, ε4/ε4=2% [121]. Des fréquences

semblables des allèles de l’apoE ont été rapportées pour la population blanche de l’USA

[122].

,

Figure 13 : Apolipoprotéine E et son polymorphisme.
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2.2.4. Fréquence des allèles de l’apo E dans le monde
La variation de la fréquence des allèles de l’apoprotéine E est différente d’une

population à une autre dans le monde, dans toutes les études, l’allèle ε3 est le plus fréquent

qui varie entre 60 et 80% [123, 124], est considéré comme le normale, l’allèle ε2 était le

moins fréquent. En ce qui concerne l’allèle ε4, les fréquences varient d’environ 5% dans les

populations d’Extrême-Orient jusqu’à 36,8% dans les populations de Polynésie [125].

Dans toutes les populations étudiées, les trois allèles de l’apoE sont présents, sauf dans

quelques populations d’amérindiens telles que Mayans [126], Mazatecans [127], Yanomami

[128], et Cayapa [129], où l’allèle E2 est complètement absent.

La fréquence de l’allèle ε4 est basse au Japon et élevée en Finlande. La différence de

la fréquence allélique de l’apolipoprotéine E peut contribuer à la variation dans la

prédominance de la maladie d’Alzheimer parmi les différentes populations [130]. En Europe

il y a un gradient croissant de la fréquence de l’apoE4 du sud vers le nord [131], et suit le

gradient de fréquences des maladies cardiovasculaires [132]. Dans les pays du sud

méditerranéens comme la France, l’Espagne, le Maroc la fréquence est autour de 12%.

La plupart des études sur les fréquences relatives des allèles de l’apoE ont été faites

sans considérer le genre de l’individu. Toutefois quelques études ont calculé les fréquences

alléliques de l’apoE en séparant les hommes et les femmes. Dans ces cas les fréquences

alléliques chez les femmes n’étaient pas significativement différentes de celles des hommes

[133, 134].

2.2.5. La protéine apo E et ses modifications post-traductionnelles
L'apo E est clivée par une peptidase pour les 18 acides aminés composant le peptide

signal, lors du passage à travers la membrane du réticulum endoplasmique [135]. L'apo E

intracellulaire subit des O-glycosylations, accompagnée de sialylation. La glycosylation, qui

s'accompagne généralement d'une sialylation, a lieu à un seul site de l'apo E, à la thréonine

194. La protéine est ensuite secrétée et désialylée extracellulairement. 90% de l'apo E

plasmatique est désialylée. L'apo E mature secrétée est une protéine de poids moléculaire

apparent de 34 kDa (299 acides aminés) [136]. Les substitutions des acides aminés aux

positions 112 et 158 des trois principales isoformes de l'apo E induisent des changements de

point isoélectrique (Apo E2, pI=5,5; Apo E3, pI=5,4; Apo E4, pI=5,3) [101].
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2.2.6. Distribution tissulaire
La source majeure de production d'apo E est le foie: il serait à l'origine des 2/3, voire

des 3/4 de l'apo E plasmatique [137]. Le second site de production de l'apo E est le cerveau

(environ 1/3 de l'apo E du foie) [137]. Sa synthèse peut être effectuée au niveau du système

nerveux central par les oligodendrocytes, la microglie et plus particulièrement les astrocytes

[138]. La présence de la protéine apo E est aussi mise en évidence dans les cellules nerveuses,

grâce à des techniques d'immunohistochimie [139]. Elle est aussi présente de façon notable

dans le liquide céphalo-rachidien. L'apo E est la principale apolipoprotéine du système

nerveux [140].

2.2.7. Récepteurs de l'Apo E
Les complexes apoE/lipides sont internalisés par les cellules grâce aux différents

récepteurs. La majorité des récepteurs aux lipoprotéines contenant l'apo E font partie de la

famille des récepteurs LDL, le récepteur LDL est exprimé dans les terminaisons nerveuses et

sur les astrocytes [141].

Le polymorphisme des isoformes E2, E3 et E4 interviennent au niveau du site

d'interaction avec les récepteurs LDL et entraînent des changements de charges. Ces

changements pourront modifier les interactions avec les récepteurs. L'isoforme E2 serait

moins affine que les isoformes E3 et E4 pour ces récepteurs [142].

2.2.8. Rôle de l’apoE
En plus des fonctions communes attribuées aux apolipoprotéines, dont son rôle dans la

clairance plasmatique des lipoprotéines riches en triglycérides, l’apoE est une composante

majeure prenant part dans le processus générale d’homéostasie du cholestérol.

L'apo E joue un rôle dans le transport des lipides, mais il est probable qu'elle joue

d'autres rôles notamment au niveau du système nerveux. L’apoE est impliquée dans le

stockage et la redistribution du cholestérol nécessaires à la régénération neuronale

périphérique [143].

In vitro, il a été démontré que l’apoE pourrait effectivement avoir une action sur le

réseau microtubulaire en favorisant la polymérisation de la tubuline en microtubules.

Cependant aucune différence en fonction de l’isoforme de l’apoE étudiée n’a pu être

observée. L’apoE pourrait également jouer un rôle dans la stabilisation du cytosquelette

neuronal, la croissance neuritique et la toxicité neuronale.
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2.2.9. Apolipoprotéine E et maladie d'Alzheimer
Apo E et lésions de la maladie

Des études immunohistochimiques des cerveaux de patients atteints de maladie

d'Alzheimer ont montré la présence d'apo E dans les dépôts amyloïdes extracellulaires, ainsi

que des dépôts vasculaires, dans les astrocytes et dans quelques neurones contenant ou non

des PHFs [144]. C'est la partie C-terminale de l'apo E qui est retrouvée au sein des fibrilles

amyloïdes des cerveaux Alzheimer [145]. L'apo E est mise en évidence dans les dépôts

compacts d'amyloïde, mais il existe une distribution régionale de l'apo E au sein des dépôts

diffus d'amyloïdes.

Les sujets homozygotes pour l'allèle ε4 ont un nombre accru de dépôts amyloïdes au

sein des vaisseaux et de plaques amyloïdes [146]. De même, les PS sont plus nombreuses

dans les cerveaux de patients Alzheimer possédant un isoforme E4 de l'apoE par rapport à

ceux ayant un isoforme E3. Une augmentation de l'expression de l'apo E par les astrocytes est

observée dans les cerveaux de patients.

Le polymorphisme de l'apo E peut également jouer sur les déficits neurochimiques, et

notamment sur le déficit cholinergique. Qui sont plus importants chez les patients porteurs de

l'allèle ε4 [147].

2.2.10. Apo E et peptide amyloïde
La localisation de l'apo E au sein des plaques serait le résultat de son association avec

le peptide amyloïde [148]. La liaison du peptide amyloïde et de l'apo E n'est pas spécifique de

la maladie d'Alzheimer, car elle est retrouvée dans l'angiopathie cérébrale et différentes

pathologies cérébrales avec amyloïdoses.

L'apo E4 purifiée de plasma se lierait au peptide amyloïde avec une affinité plus

importante que les autres allèles [149]; ce sont des formes oxydées de l'apo E qui se lient à

l'Aβ. Cette liaison a lieu pour l'apo E dans le domaine d'interaction avec les lipides. La liaison

de l'Aβ avec l'apo E4 s'effectue de façon plus rapide que celle de l'apo E3 et de l'Aβ [150], et

entraîne l'apparition de fibrilles plus précocement [151].

L'association de l'apo E et du peptide amyloïde aboutit donc à la formation de fibrilles

insolubles.

L'apo E serait donc une molécule chaperonne pour la fibrillogénèse, et c'est l'isoforme

E4 qui se lierait préférentiellement au peptide amyloïde [152]. La liaison de l'apo E4 et du

peptide amyloïde expliquerait son rôle en tant que facteur de risque.
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2.2.11. Apo E: élimination du peptide amyloïde
D'autres auteurs, ont mis en évidence des résultats contradictoires: le peptide Aβ se

lierait préférentiellement à l'apo E3 associée à des lipoprotéines, plutôt qu'à l'isoforme E4

associée à des lipoprotéines. L'apo E2, sous forme de dimères, serait encore plus efficace que

l'apo E3 pour la formation de complexes avec le peptide amyloïde [153].

L'efficacité à former des complexes entre l'apo E et le peptide amyloïde est

inversement corrélée au risque de développer la maladie: l'apo E2, qui est un facteur

protecteur se lie préférentiellement au peptide amyloïde. Le peptide amyloïde et l'apo E ont

été mis en évidence au sein de mêmes vésicules dans les neurones [154]; ces neurones

expriment en quantité importante le récepteur gp330. La présence de complexes solubles apo

E2/E3-Aβ permettraient l'internalisation par des récepteurs de l'apo E dans les cerveaux de

patients atteints de maladie d'Alzheimer.

Il a été proposé que le peptide amyloïde, après être complexé à des lipoprotéines

contenant de l’apo E, serait éliminé par l’intermédiaire des récepteurs de l’apo E et en

particulier de la protéine LRP (low density related protein) [155]. En présence d'apo E4, le

peptide amyloïde extracellulaire ne serait pas ou peu éliminé.

Un argument supplémentaire en faveur du rôle protecteur de l'apo E est la protection in

vitro de la toxicité du peptide amyloïde [156] avec un effet spécifique de chaque isoforme (E3

étant plus efficace qu’E4 et moins qu’E2). L'apo E diminue les effets toxiques en protégeant

d'un stress oxydatif induit par le peptide amyloïde [157].

Toutes ces hypothèses proposent un rôle indirect de l'apo E dans la maladie

d'Alzheimer. Cependant, un rôle direct de l'apo E peut aussi être envisagé. D'après des études

sur le rôle de l'apo E dans le système nerveux, l'apo E module avec un effet isoforme

spécifique la croissance neuritique, et participerait à la réinnervation après perte cellulaire.

D'autre part, l'apo E ou des fragments dérivés sont toxiques pour des cellules en culture. Ces

différentes voies pourraient agir en synergie, ce qui impliquerait un rôle prédominant de l'apo

E dans la maladie d'Alzheimer.

31



2.3. LIPIDES
Les lipides forment un groupe hétérogène de composés qui représentent environ 20 %

du poids du corps et jouent un rôle capital en exerçant une grande variété de fonctions

biologiques à la fois au niveau structurale et fonctionnel : ils interviennent dans la constitution

des membranes cellulaires et constituent aussi une source énergétique importante. Ils sont

cependant loin de n’être que des éléments de réserve d’énergie. Ce sont aussi des messagers

chimiques et précurseurs de dérivés doués d’activités biologiques indispensables,

prostacyclines, thromboxanes et leucotriènes, acides biliaires et stéroïdes hormonaux [158].

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

cholestérol estérifié (CE) et les phospholipides [159].

2.3.1. Les triglycérides et acides gras
Les triglycérides, stockés dans les adipocytes des tissus adipeux, constituent une

réserve énergétique essentielle pour l’organisme. Leur catabolisme est régulé par des signaux

hormono-dépendants, ils sont dégradés en glycérol et acides gras libres, ces derniers libérés

dans le sang et transporté aux tissus, peuvent être capté par le foie et les muscles, ou ils seront

oxydés en acétyl-CoA [160].

Dans le plasma, les acides gras existent de manière assez transitoire sous forme libre

alors appelés AGL (acides gras libres) ou AGNE (acides gras non estérifiés), sont nécessaires

à de nombreux processus physiologiques comme la différenciation cellulaire. Les acides

linoléiques (18 : 2 n-6), et linolénique (18 : 3 n-3) (acides gras essentiels) et leurs dérivés

polyinsaturés à 20 et 22 atomes de carbone exercent des fonctions vitales, multiplication et

différenciation des cellules, reproduction et croissance, précurseurs de prostaglandines,

thromboxanes et leucotriène [161].

Le système nerveux est l’organe comprenant la plus grande concentration en lipides

(50% du poids sec) intervenant au niveau de la structure, et de la fonction de conduction

nerveuse [162, 163]. Les AGPI qui composent en grande partie les membranes des neurones

sont indispensables au développement cérébral. Les AGPI ω3 diminuent le risque d’arythmie

cardiaque, ils ont aussi des effets anti-thrombotiques et anti-athérosclérose [164]. À côté de

ces hypothèses vasculaires, de nombreux travaux ont montré une association entre neuro-

inflammation et pathologie neurodégénérative [165]. Les AGPI ω3 issus de l’alimentation

pourraient prévenir la neurodégénérescence en régulant négativement la surexpression des

cytokines inflammatoires qui apparaît au cours du vieillissement.
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2.3.2. Cholestérol
Le cholestérol est une molécule multifonctionnelle, elle détermine les propriétés des

membranes cellulaires et de leurs composants de signalisation, sert de précurseurs à la

synthèse des hormones stéroïdiennes et règle les fonctions des différents signaux cellulaires

[166]. Compte tenu de ces multiples fonctions, toute déficience du métabolisme du

cholestérol est à l’origine de graves maladies [167]. Cependant, peu de données existent sur le

rôle du cholestérol dans le système nerveux [168].

A partir des travaux réalisés sur des cultures de neurones purifiés deux hypothèses ont

été formulées: durant le développement cérébral, les neurones réduisent ou arrêtent la

synthèse du cholestérol et l’importent à partir d’un sous-type de cellules gliales, les astrocytes,

qui sécrètent le cholestérol dans des particules de lipoprotéines riches en apolipoprotéine E

(ApoE). Les neurones du SNC ont besoin de ce cholestérol provenant de la glie afin de former

de nombreuses synapses fonctionnelles [169] et stimuler également l’efficacité de la libération

de neurotransmetteurs [170].

Il a été montré que les vésicules synaptiques possèdent plus de cholestérol que les

autres organites intracellulaires [171]. Le transport des vésicules le long des microtubules

nécessite que leur membrane renferme du cholestérol [172]. Cela suggère que le transport

efficace des vésicules synaptiques vers les terminaisons pré-synaptiques dépendrait de leur

composition en cholestérol.

Le cholestérol pourrait également favoriser la différenciation post-synaptique. Les

récepteurs des neurotransmetteurs, ainsi que d’autres composants post-synaptiques, sont

associés aux rafts [173].

D’une manière générale, les neurones récupèrent le cholestérol grâce à deux voies

différentes, soit par l’endocytose de lipoprotéines se liant à des récepteurs des LDL, soit par le

transfert direct des lipoprotéines vers la membrane plasmique via des récepteurs des HDL

[174].

2.3.3. Les lipides et la maladie d’Alzheimer
Les études épidémiologiques suggèrent que les patients MA présentent un

profile lipidique plasmatique avec des taux élevés de cholestérol total, et de cholestérol-LDL

[175] et des taux  bas de cholestérol-HDL [176].

La machinerie génératrice de l’APP et hautement sensible aux petites modifications et

altérations des niveaux des  lipides et surtout du  cholestérol [177].
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Différentes études récentes ont montré que le traitement par les statines, molécules

utilisées comme hypolipémiants, pourrait avoir un effet protecteur vis-à-vis de la maladie

d’Alzheimer [178].

2.3.4. Les relations  cholestérol / métabolisme de l’Aβ
Au niveau des membranes neuronales et gliales, le cholestérol est distribué

asymétriquement au niveau des deux feuillets membranaires. Le feuillet externe contient plus

de 85% du cholestérol membranaire. Cette distribution différentielle du cholestérol

membranaire au niveau des deux feuillets est nécessaire pour le fonctionnement

physiologique normal [179]. Le vieillissement ainsi que le génotype apoe4 sont parmi les

facteurs causant la diminution du  ratio entre le cholestérol du feuillet interne et externe [180].

Certaines statines peuvent augmenter ce ratio en diminuant le cholestérol du feuillet externe

[181].

Les études utilisant des modèles animaux, montrent une forte connexion entre les

niveaux du cholestérol plasmatique et la génération de la protéine amyloïde. Un régime riche

en cholestérol pendant 8 semaines provoque l’accumulation intracellulaire des Aβ dans les

neurones de l’hippocampe chez les animaux [177].

Une grande quantité de cholestérol dans les domaines membranaires (lipid raft),

facilite la liaison de la ß et γ sécrétase avec leurs substrats l’APP dans une configuration

optimum, et de ce fait promeut le clivage pathogénique indésirable du précurseur amyloïde

[182].

La distribution intracellulaire du cholestérol se trouve soit sous forme de cholestérol

libre au niveau de la membrane, soit sous forme d’ester de cholestérol ou sous forme de

gouttelettes cytoplasmiques. L’acyle coenzyme A cholestérol acyltransferase (ACAT)

catalyse la formation d’ester de cholestérol à partir du cholestérol, et des longues chaînes

d’AG, ainsi l’ACAT contrôle l’équilibre entre ces deux formes du cholestérol cellulaire [181].

L’augmentation sélective de l’ester de cholestérol augmente la génération de l’Aβ. Un

inhibiteur compétitif de l’ACAT réduit la biosynthèse de l’ester de cholestérol et la génération

de l’Aβ, augmente la concentration  du cholestérol libre.
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2.4. DIABETE ET MALADIE D’ALZHEIMER
Depuis peu de temps, l’intérêt s’est porté sur le rôle de l’insuline dans le vieillissement

cérébral. Les dysrégulations du métabolisme de l’insuline sont associées au déclin cognitif lié

à l’âge et à une augmentation du risque de MA. Les états au cours desquels le métabolisme de

l’insuline est perturbé comme l’obésité, le diabète et les complications cardiovasculaires

augmentent en prévalence, renforçant la nécessité de connaître leur effet potentiellement

délétère sur le cerveau.

L’insuline possède de nombreux récepteurs dans le cerveau notamment au niveau des

zones de la cognition comme l’hippocampe et le cortex frontal. De plus, elle module

l’utilisation cérébrale de glucose et augmente les taux de neurotransmetteurs cérébraux

impliqués dans le processus mnésique. Lorsque l’insuline est administrée à doses optimales

avec une quantité suffisante de glucose, elle améliore la mémoire chez l’homme [183].

Mais ces bénéfices de l’insuline en physiologie normale peuvent être diminués par

des états pathologiques modifiant son activité, comme l’insulino-résistance.

Au niveau cérébral, l’hyperinsulinémie et l’insulino-résistance ont pour conséquence

une diminution du transport de l’insuline vers le cerveau. En périphérie, l’hyperinsulinémie

chronique provoque une élévation des taux d’acides gras libres et des cytokines de

l’inflammation. Ces effets sont exacerbés par l’obésité.

2.4.1. Obésité et maladie d’Alzheimer
Rôle des acides gras libres et de l’inflammation :

En physiologie normale, l’insuline inhibe l’Hormone Sensitive Lipase (HSL) donc

diminue la libération d’acides gras libres (AGL) par l’adipocyte. Ce métabolisme est perturbé

dans l’obésité et l’insulino-résistance causant une augmentation des acides gras libres. Chez

des obèses ayant des taux d’acides gras libres chroniquement élevés, leur normalisation

augmente la sensibilité à l’insuline de 50%.

Les AGL inhibent l’activité mitochondriale et donc altèrent les ressources

énergétiques cérébrales. Ils ont aussi une action de diminution de la perméabilité de la barrière

cérébro méningée. L’élévation des AGL serait un facteur précoce ou initiateur de la

pathogénèse de la MA, jouant aussi un rôle dans l’inflammation, en particulier via le TNFα

(Tumor Necrosis Factor α). Le TNFα stimule la lipolyse et donc la libération d’AGL. Il est

surexprimé dans le tissu adipeux des sujets insulino-résistants. Sa neutralisation stimule

l’insulinosensibilité et diminue le taux d’AGL. Le TNF α a aussi des conséquences cérébrales:
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il est élevé dans le cerveau et dans le LCR de patients avec une maladie d’Alzheimer ou un

MCI (Mild Cognitive Impairment) et il inhibe le transport vers la périphérie des peptides ß

amyloïdes.

2.4.2. Conséquences de l’hyperinsulinémie
L’hyperinsulinémie, classiquement observée dans l’insulino-résistance, peut modifier

les taux de TNF α et d’AGL.

Un clamp hyperinsulinique euglycémique est réalisé chez des sujets avec et sans MA.

Son principe repose sur l’administration intraveineuse d’insuline à débit continu associée à

une perfusion variable de glucose de manière à maintenir une glycémie normale.

L’observation est que chez les sujets sans MA de faibles doses d’insuline (10-

20μUI/mL) améliorent la mémoire alors que des doses élevées (60-85μUI/mL) sont

nécessaires dans le sous groupe de patients insulino-résistants atteints de maladie

d’Alzheimer. Ceux-ci étaient majoritairement non porteurs de l’allèle ε4 de l’apolipoproteine

E (ApoE4). L’hypothèse faisant de l’insulino-résistance une voie importante de la genèse de

la MA est donc renforcée.

L’hyperinsulinémie retentit aussi sur le métabolisme du peptide ß amyloïde. Au dessus

du seuil optimal d’insulinémie, la facilitation de la mémorisation est moindre et un déclin

cognitif est même objectivé. La forme longue du peptide ß amyloïde à 42 acides aminés

(Aß42) constitue des oligomères qui inhibent la mémorisation probablement en perturbant le

mécanisme de potentialisation à long terme. Le peptide amyloïde ß est aussi augmenté dans le

sang mais uniquement chez les sujets ayant une maladie d’Alzheimer et ce d’autant plus que

leur indice de masse corporelle est élevé.

Une récente étude montre qu’un clamp euglycémique hyperinsulinique entraîne une

augmentation du peptide amyloïde ß dans le LCR ainsi qu’une atténuation de la mémorisation

[184].

L’hyperinsulinémie a aussi un impact sur l’inflammation du système nerveux central.

Il est observé une augmentation de la concentration de plusieurs protéines de l’inflammation

dans le LCR (ILß, IL-6, TNF α). Ces données démontrent pour la première fois que

l’hyperinsulinémie périphérique augmente l’inflammation du SNC et amène la preuve que

cette augmentation est exacerbée par l’obésité. De plus, une augmentation de la concentration

d’un marqueur cérébral dérivé de la peroxydation des lipides, F2-IsoProstane a été aussi

trouvée, les taux de F2 isoP sont corrélés positivement aux changements des taux d’Aß42.
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L’insuline périphérique semble donc avoir un effet direct sur la chaîne de l’inflammation au

niveau cérébral.

Par conséquent, ces résultats suggèrent que l’hyperinsulinémie chronique peut

potentiellement favoriser l’apparition d’une MA.

2.4.3. L'hypothèse d'une contribution des glucides
Cette hypothèse est fondée sur des études épidémiologiques comparées entre maladie

d'Alzheimer et diabète, et sur la présence dans la substance amyloïde de composés dérivés de

la fixation non enzymatique de glucides.

La principale étude dite « Rotterdam » [185] a porté sur plus de 6 000 personnes âgées

de 55 à 99 ans, parmi lesquelles furent diagnostiqués 724 cas de diabète et 265 cas de

démence. La corrélation s'est avérée très positive, tout particulièrement entre démence et

diabète traité à l'insuline, ce qui peut signifier un diabète sévère car, en 1996, le traitement

insulinique des diabétiques n'était pas encore systématique. La corrélation la plus forte fut

observée dans les cas de démence d'origine vasculaire, mais indépendamment de

manifestations ou de risques d'athérosclérose (tabagisme, obésité, hypertension). L’'étude

prospective a montré que le diabète doublait le risque de démence [186]. Le glucose améliore

la mémoire, aussi bien dans des observations chez l'homme que dans des expérimentations

animales, et sa dérégulation est considérée comme responsable de la mort neuronale dans la

maladie d'Alzheimer [187].

Les modèles animaux de ‘diabète induit’ suggèrent un effet neurodégénératif direct du

diabète. La plupart des études montrent des résultats sur l’hippocampe – la zone associée à

l’apprentissage et à la mémoire et la première structure affectée par la neurodégénérescence

de la maladie d’Alzheimer, étayée par une étude post-mortem [188, 189].

2.4.4. La présence des produits terminaux de glycation
Les surcharges glucidiques entraînent une condensation non enzymatique de la

molécule glucidique avec les groupements aminés libres (glycation) pour conduire par

l'intermédiaire d'une base de Schiff instable à de la fructosamine. Cette dernière peut s'oxyder

et se condenser à son tour avec le groupement guanidine de l'arginine pour aboutir à des

produits terminaux (ou avancés) de glycation (figure 14). Il s'agit notamment de la N-epsilon-

carboxyméthyl-lysine et de la pentosidine [190]. Ces produits de liaisons intermoléculaires

qui affectent la structure des protéines en altèrent les fonctions. Les marqueurs de la glycation
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se manifestent précocement chez les diabétiques, mais ils apparaissent aussi au cours du

vieillissement des sujets non diabétiques normo glycémiques [191]. Le diabète n'est donc pas

la seule cause de la glycation des protéines, des surcharges glucidiques sporadiques peuvent

suffire.

Des anticorps spécifiques de produits terminaux de glycation (pentosidine et pyrraline)

ont permis de mettre en évidence ces produits dans les plaques séniles [192]. Cette glycation

démontre la contribution d'une anomalie du métabolisme glucidique. Les produits de

glycation sont également oxydables (glycoxydation) et capables de produire un stress oxydatif

neurotoxique [193], ils ont été retrouvés dans les enchevêtrements neurofibrillaires et dans les

corps de Hirano localisés dans le cytosquelette et le cytoplasme de l'hippocampe, montrant

ainsi leur intervention dans des altérations intracellulaires qui correspondent à un stade

précoce de la dégénérescence neuronale [194], (figure 15).

Les protéines glyquées participent au stress oxydatif, une protéine glyquée génère 50

fois plus de radicaux libres qu'une protéine non glyquée [195]. La glycation concerne non

seulement les protéines autochtones des neurones, mais aussi les apolipoprotéines E à

localisation microgliale [196] ; elle peut participer à des mécanismes de peroxydation

lipidique avec les conséquences cytotoxiques qui en découlent [197]. Cause ou effet, le rôle

des glucides ne peut être récusé dans la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer. Ils

participent à un phénomène toxique où les radicaux libres ont une place importante [198].

Figure 14 : Réaction inflammatoire induite par la stimulation des récepteurs aux produits
finaux de glycation (RAGE) [199].
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Figure 15 : Effets convergents de la glycation et de la lipoperoxydation sur la formation des
plaques séniles par : réactions chimiques (flèches bleues), signaux cellulaires (flèches

discontinues noirs), effets biologiques (flèches continues noirs) [199].
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2.5. LE CORTISOL
Le cortisol est une hormone stéroïde, molécule à 4 cycles carbonés (figure 17) [200].

Les stéroïdes (cortisol, progestérone, œstradiol...) ont des propriétés biologiques différentes en

raison des divers radicaux greffés sur ces cycles.

2.5.1. Synthèse du cortisol
Les métabolites de ces hormones résultent de la modification (ou de l'adjonction) de

certains radicaux. Le cortisol est synthétisé par les cellules de la zone fasciculée de la

surrénale à partir du cholestérol donnant naissance aux précurseurs du cortisol dans les

différentes organelles où se situent les enzymes de la cascade de synthèse [200]. L'enzyme clé

responsable de la synthèse dès la stimulation des cellules est la 11beta-hydroxylase (P-

450C11). Elle est stimulée par l'augmentation des concentrations intracellulaires d'AMP

cyclique sous l'effet de l'ACTH. Il n'y a pas de « réserve » notable de cortisol libérable : il est

sécrété immédiatement après sa synthèse, sous forme libre.

2.5.2. Transport du cortisol
Le cortisol est peu soluble dans l'eau. Toutefois dans le plasma, il se lie (à 90-97 %) à

2 protéines porteuses : une globuline et l'albumine. La première, la transcortine (ou Cortisol-

Binding Globulin, CBG) est une protéine de grande affinité pour le cortisol qui s'y lie à 80-

90% [201]. L'albumine n'en transporte que 5 à 10 % avec une affinité beaucoup plus faible.

Au niveau des organes d'élimination du cortisol (foie et rein) et des tissus cibles, il se produit

donc en permanence un déplacement des molécules de cortisol de sa forme liée à sa forme

libre en fonction de sa dégradation ou de son utilisation. En effet, la forme libre est active

parce qu'elle franchit les membranes cellulaires.

2.5.3. Actions du cortisol
Le cortisol agit via des récepteurs cytosoliques qui modulent la transcription de

l'ADN. La modification des métabolismes qui en résulte a des effets diffus sur l'organisme.

Les neurones des noyaux paraventriculaires (sécrétant la corticolibérine (CRH) et la

vasopressine) et les cellules hypophysaires (sécrétant l'ACTH) sont des tissus cibles

particuliers car ils sont responsables du rétrocontrôle négatif du cortisol sur sa propre

sécrétion [202] (figure 16).
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Figure 16 : Schéma de l'axe hypothalamo-hypophysaire normal et pathologique :

insuffisances surrénaliennes périphérique ou centrale. Les neurones hypothalamiques
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2.5.4. Le cortisol et maladie d’Alzheimer
Le stress est associé à une augmentation du cortisol dans le sang. Cette découverte

initiale a été vérifiée de multiples fois, dans différentes conditions sur des modèles animaux et

humains.

A long terme, une sécrétion élevée de cortisol entraîne des effets secondaires

importants qui se traduisent par une diminution des performances de mémorisation et

d’apprentissage. En effet, des études sur l’animal et sur l’homme (sujet âgé, malades touchés

par la maladie de Cushing, malades mentaux, malades souffrant de la maladie d’Alzheimer)

montrent une corrélation négative entre la concentration de cortisol dans le sang et des

épreuves d’apprentissages et de mémorisation. La structure cérébrale qui serait fragilisée par

le cortisol est l’hypothalamus.

D’autre part, il a été montré que le cortisol interfère avec les structures et les fonctions

de l’hippocampe, en provoquant une certaine atrophie au niveau des dendrites des neurones,

une altération des neurones pyramidaux et des interférences avec les activités des

terminaisons nerveuses (les synapses) [203]. Il est possible d’émettre l’hypothèse que ces

altérations sont basées sur des modifications de la nature des acides gras constituants les

membranes biologiques, en particulier celles des neurones et de leurs terminaisons nerveuses.

Cette hypothèse a précisément été vérifiée positivement dans les travaux de l’équipe

Yehuda, qui constituent la base de la formulation de NOSTRESS [204].

Des données cliniques mettent clairement en évidence chez l’homme une relation entre

le stress et les niveaux de cortisol. Une étude américaine menée sur les soldats effectuant des

stages d’entraînement à la survie montre de profondes modifications hormonales, et

notamment des niveaux sanguins de cortisol [205].

Une autre étude réalisée sur des employés de banque participant à un séminaire de

formation et devant réaliser une présentation en public montre des taux urinaires de cortisol

significativement augmentés avant et après la prise de parole [206].

A très court terme, les mécanismes physiologiques mis en œuvre lors d’une situation

de stress sont particulièrement bénéfiques car ils mettent à la disposition de l’organisme les

ressources énergétiques nécessaires pour faire face à l’agression. A long terme, les effets sont

néfastes voire désastreux, car ils épuisent l’organisme, le rendent vulnérable aux maladies

[207] et produisent des altérations neuronales (perte de mémoire) [203].
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Figure 17 : Schéma métabolique des hormones stéroïdes dans le cortex surrénalien. Les voies
de biosynthèse des hormones surrénaliennes comportant les glucocorticoïdes, les
minéralocorticoïdes, les hormones androgènes ainsi que leurs structures sont présentées. Les
enzymes impliquées dans ces voies de biosynthèse sont les suivantes : P-450ssc, enzyme de
clivage de la chaîne carbonée ; P-450c17, 17alpha-hydroxylase ; P-450c11, 11beta-hydroxylase
; P-450c21, 21-hydroxylase ; S-TFASE, sulfotransférase ; 3beta-HSD, 3beta-hydroxystéroïde
déshydrogénase ; 17beta-HSD, 17beta-hydroxystéroïde déshydrogénase ; 5beta-RED, 5beta-
réductase ; 5alpha-RED, 5alpha-réductase synthétisant la corticolibérine (CRH) et la
vasopressine sont la cible du rétrocontrôle négatif du cortisol. Les concentrations d'ACTH
abaissées qui en résultent ferment la boucle de rétroaction négative [208].
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2.6. HOMOCYSTEINE

2.6.1. L’homocystéine et les vitamines du groupe B

L’homocystéine est un acide aminé soufré à la croisée de voies métaboliques. Son

métabolisme est complexe (figure 18) [209]. Il existe des relations étroites entre homocystéine

et vitamines B6, B12 et acide folique. Au niveau plasmatique, les taux d’homocystéine

varient de manière opposée aux concentrations en vitamines B6, acide folique et B12. Chez le

sujet âgé, la supplémentation en acide folique doit systématiquement être associée à de la

vitamine B12, car il est démontré que de fortes doses d’acide folique peuvent entraîner une

détérioration des fonctions cognitives, en masquant une carence en vitamine B12.

Figure 18 : Métabolisme de l’homocystéine [209].
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2.6.2. Régulation du métabolisme de l’homocystéine
Le taux de la méthionine influence la synthèse de l’homocystéine et contrôle la

répartition entre la reméthylation et la transsulfuration.

Chez l’homme suivant un régime alimentaire normal [210], l’équilibre entre la

transsulfuration et les voies de reméthylation est fortement régulé. La moitié de l’Hcy est

reméthylée, le reste empruntant la voie de transsulfuration [210-212].

En cas de déficit protéique, la méthionine intracellulaire est diminuée. La

reméthylation est favorisée et l’Hcy est recyclée afin de maintenir un pool cellulaire suffisant

de méthionine. Dans ce cas seulement 10% de l’Hcy est catalysée par CβS. A contrario, lors

d’un apport protéique excessif, la voie de la transsulfuration est favorisée par rétrocontrôle

positif de la CβS et rétrocontrôle négatif de la MTHFR [213].

Le régulateur allostérique étant la SAM. Le taux élevé de la Met augmente la

concentration de la SAM qui active la CβS et conduit l’Hcy vers la voie de transsulfuration

inhibant ainsi la MTHFR et BHMT [214].

2.6.3. Homocystéine plasmatique
Du fait de sa cytotoxicité, l’Hcy est rapidement éliminée via le plasma. Ce mécanisme

d’élimination hors des cellules, complète le catabolisme de l’Hcy par la voie de la

transsulfuration permettant de maintenir des concentrations intracellulaires basses et

précisément régulées inférieures à 1µmol/L [210].

Dans le plasma, l’Hcy peut se trouver sous 2 formes (la forme libre et la forme liaison-

protéine). Du fait de sa fonction thiol libre (HS-) facilement oxydable uniquement 1 à 2% est

sous forme réduite libre, le reste (98%) est sous forme oxydée [215-218], et est lié soit aux

protéines, essentiellement l’albumine représentant 75% de l’Hcy plasmatique totale [219,

220], soit à une autre molécule possédant un thiol libre (cystéine ou homocystéine elle-même)

pour former ainsi des disulfures : cystéine-homocystéine ou homocystéine-homocystéine

encore appelées homocystéine pour représenter 25% [221]. La concentration totale en

homocystéine (tHcy) se réfère à toutes ces formes plasmatiques (figure 19).

La concentration physiologique de l’Hcy plasmatique est comprise entre 5 et

15µmol/L. Un taux élevé d’Hcy plasmatique supérieur à la normale permet de décrire une

hyperhomocystéinémie (Hhcy) [222].
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Figure 19 : Illustration de toutes les formes de l’Hcy présentes dans le plasma [223].
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2.6.4. Homocystéine et maladie d’Alzheimer
De plus en plus d’études s’intéressent au rôle potentiel des vitamines du groupe B (en

particulier folates, vitamines B12 et B6) dans la prévention du déclin cognitif et de la

démence [224-230]. Il est actuellement bien reconnu qu’un déficit en vitamines B6, B12 et

folates, cofacteurs intervenant dans la méthylation de l’Homocystéine (Hcy), est associée à

une augmentation de l’Hcy plasmatique [231-234]. Des modèles cellulaires et animaux ont

montré que des niveaux supraphysiologiques d’Hcy étaient neurotoxiques et pourraient donc

avoir un effet direct sur le déclin cognitif. Ces dernières années, des études se sont intéressées

au rôle potentiel de l’Hcy dans les dommages cérébraux. L’Hcy elle-même, ou les déficits en

vitamine B12 et folates, pourraient perturber les réactions de méthylations et/ou les potentiels

redox stimulant ainsi le flux calcique, l’accumulation des protéines tau et amyloïde,

l’apoptose et la mort neuronale [235-242].

La plupart des études prospectives suggèrent un rôle protecteur des vitamines B,

particulièrement des vitamines B9 et B12 sur le déclin cognitif et la démence [241-254].

Une étude a retrouvé de manière inattendue une augmentation de la vitesse de déclin

cognitif chez des sujets qui avaient des apports totaux en folates supérieurs à 400 μg/jour

[246].

Compte tenu du programme de fortification en place aux Etats-Unis, il est probable

qu’un pourcentage significatif de sujets ait des apports en folates supérieurs aux

recommandations de 400μg/jour. L’évidence épidémiologique d’un rôle protecteur de

l’association des vitamines B est la première étape mais reste encore limitée. Une des

limitations majeure des nombreuses études prospectives portant sur les vitamines B et qui

pourrait expliquer les résultats contradictoires est le manque de contrôle statistique des

éventuels facteurs de confusion alimentaires [225-244]. Les biais engendrés par ces facteurs

de confusion sont particulièrement vrais pour les folates qui sont associés à de nombreux

autres nutriments (ex : antioxydants, autres vitamines B, graisses alimentaires) et dont les

carences peuvent être aggravés par d’autres variables liées au style de vie qui ont été

impliquées comme facteurs protecteurs contre la MA et le déclin cognitif.

47



Quatre essais cliniques randomisés, réalisés sur de petits échantillons ont examiné les

effets d’une supplémentation en une ou plusieurs vitamines du groupe B chez des sujets âgés

en bonne santé [255], ainsi que chez des sujets présentant des troubles cognitifs ou une

démence [256-258]. Aucune étude n’a mis en évidence d’effets bénéfiques sur les fonctions

cognitives. Une des explications possibles est que ces études n’avaient pas assez de puissance

pour permettre de détecter de faibles effets [259-260].

Dans un essai clinique récent conduit par Eussen et al [261], 195 personnes vivant au

domicile ou en foyer logement, ont été randomisés pour recevoir 1000μg de la vitamine B12,

ou 1000μg de la vitamine B12 plus 400μg d’acide folique, ou du placebo pendant 24

semaines. Aucun effet bénéfique sur les performances cognitives, déterminé par une batterie

étendue de tests neuropsychologiques, n’a été observé quel que soit le groupe supplémenté

considéré, bien que le déficit en vitamine ait été corrigé. La faible taille de l’échantillon, la

durée courte de l'intervention sont probablement deux limites majeures de cette étude. Un

autre essai clinique réalisé auprès de 276 personnes âgées de 65 ans et plus en bonne santé a

testé l’hypothèse selon laquelle la diminution des concentrations plasmatiques d’Hcy par une

supplémentation quotidienne en acide folique (1000μg) plus vitamines B12 (500μg) et B6

(10mg), permettrait d’améliorer les fonctions cognitives. Les concentrations plasmatiques

d’Hcy étaient plus basses dans le groupe supplémenté que dans le groupe placebo mais aucun

résultat n’était en faveur d’un effet bénéfique d’une supplémentation en vitamines du groupe

B sur les performances cognitives [262].

Enfin, l’efficacité d’une supplémentation durant 3 ans en acide folique (800 mg/jour

contre le placebo) sur les fonctions cognitives a été testée chez 818 hommes et les femmes

âgés de 50 à 70 ans. Les patients sélectionnés avaient des concentrations plasmatiques élevées

d’Hcy (≥ 13mmol/l) et des niveaux sériques normaux de vitamine B12 (≥ 200pmol/l). Cet

essai a montré qu’une supplémentation en acide folique améliorait de manière significative la

mémoire, la vitesse de transmission de l’information et la vitesse sensorimotrice. Les valeurs

biologiques des folates étaient significativement augmentées et les concentrations d’Hcy

plasmatiques diminuaient de 26% chez les sujets supplémentés comparé au groupe placebo

[263].
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2.7. MTHFR ET POLYMORPHISME GENETIQUE C677T
2.7.1. La protéine MTHFR

La 5,10-méthylène tétrahydrofolate réductase, plus communément appelée MTHFR,

représente l’enzyme clé du métabolisme des folates. C’est une flavoprotéine cytosolique qui

agit avec le dinucléotide adénine flavine (FAD) comme cofacteur en catalysant la réduction

irréversible du 5,10-méthylène tétrahydrofolate en 5-méthyl tétrahydrofolate, indispensable à

la reméthylation de l’homocystéine en méthionine [264].

Chez l’homme, la protéine a deux isoformes. L’un de poids moléculaire 77KDa et

l’autre 70 KDa dont la plus petite a été découverte uniquement dans le foie de l’adulte ainsi

que dans le foie et les reins fœtaux [21].

La MTHFR possède deus domaines : le domaine catalytique représenté par l’extrémité

N-terminale de poids moléculaire 40 KDa, liant le FAD (cofacteur), le NADPH (donneur

d’électrons) et le méthylène tétrahydrofolate et le domaine de régulation à l’extrémité C-

terminale de poids moléculaire 37 KDa [265]. Entre ces deux domaines se trouve une forte

région hydrophobe avec une séquence d’acides aminés Lys-Arg-Arg-Glu-Glu constituant un

site de clivage par la trypsine [266]. La digestion de la MTHFR par la trypsine ne provoque

pas la perte de l’activité catalytique réductrice de l’enzyme. Par contre, la protéine devient

sensible à la régulation allostérique [265] (figure 21).

2.7.2. Rôle de la MTHFR
La MTHFR intervient dans le métabolisme de l’homocystéine. (Figure 20)

Le 5-méthyltétrahydrofolate est régénéré à partir du 5, 10-méthylène tétrahydrofolate

au cours d’une réaction catalysée par la 5, 10-méthylène tétrahydrofolate-réductase.
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Figure 20 : Répercussions métaboliques de l’activité de la MTHFR. [18]
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La 5,10-méthylène tétrahydrofolate réductase (MTHFR) catalyse la réduction

irréversible du 5,10-méthylène tétrahydrofolate (CH2THF) en 5-méthyl tétrahydrofolate

(CH3THF). L’activité de la MTHFR affecte ainsi la disponibilité du CH2THF, ce qui

influence la synthèse de l’ARN et de l’ADN. Le CH3THF est requis pour la reméthylation de

l’homocystéine (Hcy) en méthionine (MET), qui intervient elle-même dans la synthèse

protéique et la méthylation de l’ADN et d’autres composés (CH3-X).

2.7.3. Gène de la MTHFR
La première indication fut la découverte d’un variant thermolabile de la MTHFR, dont

l’activité spécifique a été réduite de 50% par rapport aux témoins, à 37°C (30minutes), et de

65% après chauffage in vitro à 46°C pendant cinq minutes [267], responsable d’une Hhcy

modérée. Ce variant fut retrouvé avec une fréquence significative chez les malades

vasculaires et les coronariens, en particulier ceux qui avaient justement une Hhcy [268].

De ce fait, le clonage et la localisation du gène de la MTHFR ont été étudiés pour la

première fois et la mutation ayant pour conséquence la production d’une enzyme thermolabile

à activité spécifique diminuée fut recherchée.

En effet, le gène codant pour la MTHFR a été localisé sur le bras court du

chromosome 1 (1p36.3) et il comporte 11 exons [20]. Sa région promotrice contient plusieurs

sites de liaison pour les facteurs de transcription, mais ne possède pas une séquence TATA

box. Sur l’exon 1 du gène il y a un site d’épissage alternatif ; la région UTR de ce gène est

longue, montrant la complexité dans la régulation de ce gène [269] (figure 21).
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Figure 21 : Gène, protéine et polymorphisme de la MTHFR [265]

52



2.7.4. Polymorphisme C677T du gène de la MTHFR
Le polymorphisme identifié sur le gène de la MTHFR et qui a effectivement pour

conséquence de rendre thermolabile la protéine est une substitution d’une cytosine par une

thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique. Elle se traduit dans la séquence

protéique par la substitution d’une alanine par une valine sur le codon 222 [21,270]

(figure 21). La mutation change la structure secondaire du peptide ainsi que les interactions

entre les monomères. La protéine modifiée perd son cofacteur FAD rapidement, ce qui

diminue sa stabilité et par conséquent son activité [271]. Il importe de savoir aussi que

l’extrémité catalytique N-terminale de la MTHFR humaine est homologue à celle

d’Escherichia coli. L’acide aminé Ala 177 de la protéine d’E.coli est représenté par Ala 222

dans la protéine humaine. L’étude de l’activité enzymatique de la protéine mutée d’E.coli

comparée au phénotype sauvage a montré que la mutation n’affecte pas la cinétique de la

réduction du 5,10-méthylène tétrahydrofolate en 5-méthyl tétrahydrofolate, mais l’affinité de

l’enzyme à son cofacteur FAD [272]. Le polymorphisme présente une hétérogénéité de

distribution mondiale. La fréquence de l’allèle C677T est de 1% chez les noirs du Brésil et

des Etats Unis [273, 274], de 7% chez les noirs Africains [275] et jusqu’à 40% chez les sujets

d’origine Italienne ou Hispanique [276, 277]. Dans les pays du Maghreb, les résultats ont

montré une fréquence allélique de 17,8% en Tunisie [278]. En Algérie, aucune fréquence n’a

été rapportée.

2.7.5. Effets métaboliques de la mutation
2.7.5.1. Effet de la mutation sur l’homocystéine

Plusieurs études ont montré qu’à l’état homozygote TT, le polymorphisme, noté

C677T, augmente le risque d’avoir une Hhcy modérée par rapport aux génotypes CT et CC.

La formation d’un variant enzymatique à activité insuffisante, entraine une diminution du 5-

méthyl THF, limitant ainsi partiellement la voie de la reméthylation [21, 279]. Cependant cet

effet de la mutation ne s’observe que si le statut folique est bas [21, 279, 280, 281]. Ce qui

tend à prouver qu’un apport suffisant de folates par l’alimentation peut compenser le déficit

en folates métaboliquement disponible et par ailleurs corriger l’effet de la mutation, qui

augmente l’affinité du FAD à la protéine et par conséquent une augmentation de sa stabilité.
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2.7.5.2. Effet de la mutation sur les folates

Le génotype (T/T) de la MTHFR rendant l’enzyme thermolabile, diminue l’efficacité

et par voie de conséquence la quantité de méthyl-THF qui en résulte, et entrainant une

perturbation du métabolisme de folate et un changement de la composition cellulaire des

dérivés foliques [282].

Plusieurs investigateurs ont trouvé que les taux plasmatiques des folates sont

significativement bas chez les individus de génotype T/T [279, 280, 283, 284].

Molloy et al [285] ont rapporté une diminution non seulement des folates plasmatiques

mais aussi érythrocytaires chez des femmes avec le génotype T/T de la MTHFR. Par contre,

d’autres équipes ont trouvé effectivement une baisse de folate plasmatique chez les individus

du génotype T/T mais la concentration du folate érythrocytaire s’est avérée élevée [279, 284].

La différence dans les résultats de ces études peut être expliquée par l’utilisation de

diverses méthodes de dosage [285].

Les conséquences d’une supplémentation par l’acide folique peuvent être ajoutées à

cette évidence de l’effet métabolique de la mutation C677T sur le folate et l’homocystéine

[286, 287]. En effet, une différence du changement du taux de folate et d’homocystéine, suite

à une supplémentation de 0,5mg/j d’acide folique entre les individus T/T et CC a été constatée

[284].

La plupart des études visent le génotype TT, bien que le génotype CT puisse aussi

causer une baisse des folates, une augmentation d’homocystéine est une réponse positive à la

supplémentation en acide folique [276]. En effet, il est admis que la production de méthyles

disponible est abaissée de 70% chez les porteurs homozygotes de la mutation et de 35% chez

les hétérozygotes [288].

La présence de la mutation entraine un ralentissement de l’activité du cycle folique,

augmente le besoin de ce nutriment et une diminution du potentiel méthylant de l’organisme,

y compris sa capacité à reméthyler l’homocystéine. Par conséquent ce polymorphisme peut

être un candidat unique pour ce rôle en raison de sa neurotoxicité directe [235, 289, 290] et

son association avec la maladie cérébrovasculaire [291], qui joue actuellement un rôle

significatif dans l’étiologie de la maladie d’Alzheimer [292].

2.7.6. Polymorphisme C677T du gène de la MTHFR et MA
Depuis sa caractérisation biochimique en 1991 [268] et son identification génétique en

1995 [21], l’allèle 677T du gène MTHFR a suscité un intérêt tout particulier en recherche
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clinique. C’est ainsi qu’il s’est avéré être un facteur de risque associé à des pathologies aussi

diverses que les maladies cardiovasculaires [293-295], l’anomalie de fermeture du tube neural

[296, 297], les cancers [298-300] et les maladies psychiatriques [301, 302], avec toutefois des

résultats contradictoires dans les cancers [303] et les MCV.

Il a été noté une différence de distribution du polymorphisme C677T en fonction de

l’âge, puisque la fréquence était de 83 % et 17 % respectivement chez les sujets de 40 à

60 ans et ceux de plus de 60 ans. Ceci est en accord avec d’autres études qui montrent que la

fréquence de cette mutation est significativement plus basse chez les personnes âgées que

chez les sujets plus jeunes [304, 305], ce qui pourrait indiquer un effet délétère du génotype

TT. La survie des sujets qui portent la mutation est amoindrie en cas de déficit en folates, ce

qui diminue sa fréquence chez les sujets âgés. De même, une meilleure alimentation des

mères des sujets jeunes, pourrait expliquer la différence observée dans la répartition de la

fréquence en fonction de l’âge. Les homozygotes TT seraient avantagés quand leurs mères ont

une valeur de folate suffisamment élevée pendant la grossesse.

Ils n’ont pas observé de différence significative selon le sexe (44 % chez l’homme

versus 56 % chez la femme), ce qui est en accord avec une étude récente menée en Espagne

[306].

Une analyse, qui considérait 6 000 individus, a indiqué que le génotype 677TT cause

une augmentation de 70 % du risque de dépression [307]. Des travaux sur la démence et le

déclin cognitif léger ont permis de constater qu’il existe une augmentation des taux

d’homocystéine plasmatique chez un nombre significatif de patients [307]. Puisque la

démence est caractérisée, entre autres, par un affaiblissement des vaisseaux sanguins qui

irriguent le cerveau, le variant 677T représente donc un facteur de risque potentiel. Le lien

entre le polymorphisme et la démence d’origine vasculaire ou encore la maladie d’Alzheimer

n’a toutefois pas été clairement établi [18]).
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2.8. AUTRES FACTEURS DE RISQUE
2.8.1. Les maladies cardiovasculaires et la démence Alzheimer

Contrairement à la distinction établie dans le passé entre les démences vasculaire et

neurodégénérative, des données récentes suggèrent que la MA peut être initiée par des

facteurs vasculaires qui précèdent les modifications neurodégénératives. On connaît

maintenant l'importance grandissante de ces facteurs vasculaires dans la maladie d'Alzheimer

[308]. L'hypoperfusion et la pathologie microvasculaire cérébrale contribuent à l'apparition de

la maladie d'Alzheimer [309]. Plus encore, la présence d'une atteinte vasculaire semble

modifier l'expression clinique de la maladie comme le montre la Nun Study [310]. Casserly et

Topol ont mis en évidence que la maladie d'Alzheimer et l'athérosclérose ont en commun des

origines génétiques et des facteurs de risques environnementaux, comme l'Apo E,

l'hyperhomocystéinémie, le diabète, l'hypertension, l'hypercholestérolémie, le syndrome

métabolique, le tabagisme, l'inflammation, l'augmentation de la masse grasse et l'obésité

[311].

2.8.2. Hypertension
De nombreuses études montrent qu’il existe un lien entre l’hypertension artérielle et la

MA [312-314], Une étude franco australienne portant sur 1241 sujets âgés hypertendus, a

montré que le traitement antihypertenseur était associé à un risque plus faible de MA (OR-

0,58 ; IC 95% 0,42-0,81). Les inhibiteurs calciques notamment étaient associés à une

diminution du risque d’apparition d’une MA [315]. Parmi les traitements cardiovasculaires

identifiés comme ayant un possible effet bénéfique dans la prévention de la MA on retrouve

également les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IEC). Dans l’étude

Cache Country sur 3038 sujets, tous les traitements antihypertenseurs identifiés à l’entrée

étaient associés à une plus faible incidence de la MA (risque relatif ajusté 0,64 ; IC 95% 0,41-

0,98).

2.8.3. L'inactivité physique
Elle est associée au risque cardiaque et à la pathologie vasculaire cérébrale. L'activité

physique régulière peut être un facteur protecteur du déclin cognitif et de la démence. Dans

une étude cas-contrôles, les patients ayant pratiqué un sport, ou toute autre activité physique

pendant la période d’âge mûr ont montré un  risque plus faible de maladie d'Alzheimer [316].

Dans l'étude longitudinale de la Canadian Study of Health and Aging, les auteurs ont mis en
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évidence qu'un bon niveau d'activité physique sur une période de cinq ans était associé à un

plus faible risque de déclin cognitif, notamment de maladie d'Alzheimer (odds ratio 0,50 ; IC

95% 0,28-0,90) [317].

2.8.4. Facteurs hygiéno-diététiques
Une consommation régulière d'acides gras oméga 3 et d'antioxydants de type vitamine

C et E est essentielle dans la prévention vasculaire. Une étude transversale avait retrouvé des

consommations moins importantes en vitamines C et E chez les patients porteurs d'une MA

par rapport aux sujets contrôles [318]. Dans la Chicago Heath and Aging, une consommation

majorée de vitamine E naturelle (dans l'alimentation) était associée à un plus faible risque de

MA [319], alors que dans la Honolulu Asia Aging il n'y avait pas de réduction de ce risque

chez les sujets japonais qui consommaient des vitamines C et E sous formes de suppléments

de synthèse [320]. Dans la Rotterdam Study, une alimentation riche en poisson avait un effet

protecteur vis-à-vis de la MA [321].

2.8.5. Le mercure comme cause possible pour les cas "non-familiaux» ?
La toxicité de ce métal est telle qu’il nous a semblé nécessaire d’en exposer les méfaits

dans ce travail à travers les nombreuses études mettant en évidence la relation cause à effet

dans beaucoup de pathologies.

Pour les cas n'ayant pas d'origine génétique, un nombre croissant d'indices désignent le

mercure comme cause possible

 Ce mercure aurait pour principale origine les plombages dentaires : L’OMS considère

que le mercure-vapeur émises par les amalgames dentaires est la 1ère source

d’exposition mercurielle des populations occidentales [322].

Boyd Haley et ses collègues [323], ont récemment montré comment le mercure induit une

neurodégénérescence caractéristique de la MA, suite à une exposition chronique à de faibles

doses de mercure-vapeur.

 Le mercure inhalé qui passe le mieux et plus directement au travers des poumons et qu'il

est facilement stocké dans le cerveau qu'il gagne aisément grâce à sa lipophilie partielle,

les cellules gliales le stockent durablement, pour des dizaines d'années, sous forme d'un

complexe insoluble soufré de cations mercuriques (Hg2+).
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 On mesure un taux de mercure plus élevé dans le cerveau des malades d'Alzheimer, et tout

particulièrement dans le noyau basal de Meynert au centre de l'encéphale, là où la

dégénérescence neuronale est la plus forte chez les malades [324, 325].

 Chez le rat de laboratoire exposé à du mercure, on observe des processus de

dégénérescence du cerveau, semblables à ceux de la maladie d'Alzheimer. [326].

 Les malades ont presque toujours un taux de mercure sanguin anormalement élevé (2 à 3

fois plus élevé que pour l'échantillon témoin) [327].

 Le mercure inhibe la fixation des riboses sur l’adénosine diphosphate (ADP ; coenzyme

nucléotidique de la tubuline), ce qui inhibe la polycondensation de cette protéine,

entraînant la formation d’amas neurofibrillaires cytotoxiques [328]. Cet effet n’est pas

retrouvé avec d’autres métaux neurotoxiques : aluminium, plomb, manganèse [329].

 Des chélateurs (molécules captant les métaux) associés à des antioxydants permettent une

solubilisation de la protéine β-amyloïde (PbA). C'est un indice de plus en faveur d'une

responsabilité du mercure dans l'accumulation de cette protéine pathogène [330].

 L'effet toxique du mercure est aggravé chez les personnes génétiquement moins aptes

à sa détoxication. Or, cette susceptibilité génétique au mercure (liée au polymorphisme

du gène de l’apolipoprotéine E ou APOE) est corrélée à un risque beaucoup plus élevé

de développer une MA, et de la développer plus jeune [331, 332]. Un trouble cognitif

léger a aussi plus de valeur prédictive chez ces derniers [333].

Débarrasser le cerveau de ses excès de certains métaux pourrait être une piste thérapeutique

contre la MA [334].

2.8.6. L’aluminium
Le lien possible entre la consommation d’aluminium et la maladie d’Alzheimer est

encore l’objet de recherches [335]. Des études animales ont permis de confirmer la

neurotoxicité d’injections d’aluminium. Les fortes concentrations d’aluminium dans les

liquides nécessaires au fonctionnement de reins artificiels ont été reliées à des cas de démence

[336]. Enfin, d’importantes concentrations cérébrales d’aluminium ont été rapportées après

autopsie du cerveau des malades.

Une étude française [337] s’étendant sur près de huit ans a identifié comme facteur de risque

de fortes concentrations en aluminium dans l’eau potable. Neuf des treize études
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épidémiologiques sur le sujet arrivent aux mêmes conclusions et relient directement la dose au

risque de développement de la maladie d’Alzheimer [338].

2.8.7. L’éducation, l’activité intellectuelle et l’optimisme
Le niveau d’éducation semble jouer un rôle important dans le risque de survenue de la

maladie d’Alzheimer. Les personnes n’ayant pas poursuivi une longue scolarité (moins de six

ans) ont plus de risques d’être atteints. De la même manière, une scolarisation plus importante

aurait pour effet de retarder l’apparition des premiers troubles.

Une récente étude suédoise sur des jumeaux dont l’un est malade a permis de

souligner que l’implication intellectuelle plus tôt dans la vie aurait une influence sur la

survenue de la maladie [339].

Exploitant les données de la très large enquête PAQUID, des chercheurs français ont

également pu mettre en évidence l’influence du niveau d’éducation [340]. En septembre 2001,

les mêmes scientifiques de l’INSERM soulignent que les occupations à l’âge adulte ne

semblent pas jouer un rôle déterminant contrairement à celles effectuées durant l’enfance et

l’adolescence [341].

En suivant des nonnes pendant de nombreuses années, des chercheurs américains

[342] ont même suggéré que des traits de personnalité comme la sérénité et l’optimisme

pourraient avoir un effet protecteur.

2.8.8. Les traumatismes crâniens
Des études ont montré que des blessures à la tête durant la jeunesse augmentent le

risque de développer par la suite la maladie d’Alzheimer. Les chercheurs se sont

particulièrement intéressés aux boxeurs victime de démence pugilistique.

Dans le cerveau de ces sportifs "saouls de coups", les changements moléculaires

observés sont identiques à ceux se produisant chez les malades d’Alzheimer. Une récente

étude* témoigne de l’accumulation anormale de la protéine tau. Par extension, ces résultats

suggèrent que des blessures à la tête pourraient augmenter le risque de développer la maladie

d’Alzheimer à un âge plus avancé [343].
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3. METHODOLOGIE
L’étude que nous avons entreprise est de type cas témoins; elle a durée deux ans, elle a porté

sur deux types de populations :

3.1. Recrutement
 Les malades : il s’agit d’un échantillon de la population nord Constantinois présentant

une maladie d’Alzheimer diagnostiqué, et intéresse les deux sexes.

Les recrutements de malades ont été effectués au niveau de :

- Service de neurologie CHU de Constantine.

- En consultation privée  (Skikda, Constantine).

 Les témoins : sujets sains des deux sexes recrutés au niveau de la maison de retraite de

Constantine (Hamma Bouziane) et de Skikda.

3.2. Critères diagnostics clinico-biologiques
Les critères diagnostics de recrutement des patients sont ceux du DSM IV

(Diagnostic and statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition), ceux de la

NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders

and Stroke-Alzheimer Disease and Related Disorders Association), plus un examen

MMSE modifié (Mini Mental Status Examination).

Nous avons recensé pour les deux populations témoins et malades la présence de

facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer et cardiovasculaire (HTA, diabète (DNID),

hypercholestérolémie, hyperhomocystéinémie, tabagisme et lipides).

 La pression artérielle est mesurée chez les sujets assis depuis au moins 5 minutes pour

la population générale et en décubitus chez les malades grâce à un appareil ordinaire

(un sphygmomanomètre modèle Spengler). La présence d’une HTA est retenue chez

tous les sujets déjà connus et traités ainsi que chez les sujets ayant une diastolique

égale ou supérieure à 95 mm Hg et/ou une systolique supérieure ou égale à 14 mm Hg.

 Le diabète a été défini par une glycémie matinale à jeun à 1.26g/l.

 Le poids a été mesuré chez les sujets sans chaussures grâce à une balance portable
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La taille a été prise sans chaussures grâce à des marques que nous avons placées sur le

mur. Pour les malades chez lesquels il a été impossible de prendre ces mesures nous

avons utilisé la carte d’identité nationale pour la taille ou à défaut posé des questions

aux proches et fait des approximations pour le poids. Le poids et la taille sont

exprimés selon l’IMC (Kg / m2)

 Le tabagisme : nous avons pris en considération tout fumeur (sujets prenant plus de 1

cigarette par jour).

 Tous les sujets ont eu un bilan biologique comprenant un dosage de :

o L’homocystéine : L’hyperhomocystéinémie est retenue pour une concentration

plasmatique >15 µmol/L.

o Cortisolémie 7h – 9h : 4.2 à 38.4 µg/dl (valeur médiane de 10.8 µg/dl).

o l’insulinémie : valeurs de référence  0.2 – 9.4 µU/ml.

3.3. Critères d’inclusion et d’exclusion
Des critères d’inclusion et d’exclusion ont été établis pour les malades et pour les témoins.

 Malades

 Critères d’inclusion :

Les sujets présentant une MA probable ou possible retenues au niveau du service de

Neurologie du CHU de Constantine ou en consultation privée (MMSE inferieur ou

égal à 24)

 Critères d’exclusion :

Les patients présentant une démence vasculaire ou tumorale seront exclus de cette

étude.

 Témoins :

 Critères d’inclusion :

Tous les sujets âgés de plus de 50 ans acceptant de participer à l’enquête et ne présentant

pas de maladie d’Alzheimer

 Critères d’exclusion

 Tous les sujets présentant un MMSE supérieur à 24.
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3.4. Questionnaire
Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer probable ou possible est confirmé pour

chacun de nos malades par le médecin neurologue.  Tous les sujets de notre étude ont subit

une évaluation cognitive via le test de l’MMSE (modifier) (annexe 1), un score est attribué

pour chaque malade.

Un interrogatoire du patient est mené par nous même ou par le médecin consultant. Un

questionnaire à été établi en collaboration avec les médecins neurologues comportant l’état

civil du patient, le niveau d’étude, les facteurs de risques mnésiques, les antécédents

personnels etc… (Voir annexe 2).

L’interrogatoire a apprécié la sédentarité et l’existence d’antécédents familiaux d’Alzheimer

et de coronaropathies ou d’autres localisations cliniques d’athérome. Les antécédents

personnels et familiaux ont porté sur les autres facteurs de risque en priorité, chez les sujets et

leurs familles maternelles et paternelles.

3.5. Le prélèvement
Tous les prélèvements ont été réalisés sur tube EDTA.

Les prélèvements sanguins pour les dosages quantitatifs des hormones (homocysteine,

cortisol et insuline) doivent être conservés dans la glace entre le moment du prélèvement et la

centrifugation. Il est important de séparer le plasma des cellules dès que possible, car la

présence de fibrine dans les échantillons de sérum pour le dosage de l’insuline ou du cortisol

peut causer des résultats incorrects. Il en est de même pour l’homocystéine dont la synthèse

peut avoir lieu dans les hématies.

Pour la réalisation des bilans lipidiques les prélèvements ont été effectués sur des

sujets à jeun d’au moins dix heures.

Le prélèvement sanguin préconisé pour l’extraction d’ADN nécessite l’utilisation  des

tubes avec un anticoagulant EDTA qui est un chélateur ou un inhibiteur de l’action des

enzymes DNase ou nucléase [344].

3.6. Enregistrement
Tous les prélèvements sont étiquetés soigneusement, et le sang prélevé est acheminé

directement au laboratoire pour l’analyser.
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Après centrifugation le surnageant est utilisé pour le dosage des différents paramètres.

Le cholestérol, les triglycérides, les HDL-C et les LDL-C ont été dosés le jour même du

prélèvement.

Le cortisol et l’homocystéine ont été dosés le jour même alors que l’insuline à été

conservé à -20° pendant au moins une semaine.

Le culot à servi pour l’extraction de l’ADN qui a été conservé à -80°.

3.7. Méthodes de dosage des paramètres lipidiques
Le cholestérol, les triglycérides et le cholestérol –HDL ont été dosés le jour même du

prélèvement.

3.7.1. Dosage du  cholestérol

Le cholestérol peut être dosé par différentes méthodes, dont les plus anciennes sont

colorimétriques, actuellement la totalité des laboratoires utilisent des méthodes enzymatiques.

Dans notre étude, le cholestérol a été déterminé suivant une méthode enzymatique

(réaction de Trinder) par un auto analyseur de type (technicon RA et Opera systems ref.T01-

2801-56).

Réaction :

Cholestérol estérifié  +  H2 O Cholestérol estérase Cholestérol + acide gras

Cholestérol + O2
Cholesterol oxydase  4 - Cholesténone   +  H2 O2

2H2O2 + phénol + chromogène (amino 4 phénazone) Peroxydase quinone imine

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

proportionnelle à la quantité de cholestérol présente dans l’échantillon du sérum.

3.7.2. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été effectué par le même auto analyseur (technicon RA

et Opera systems ref.T01-2801-56) suivant une méthode colorimétrique enzymatique des

triglycérides (Réaction de Trinder).
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Principe

Le principe repose sur le dosage en colorimétrie du glycérol libre (à 500 nm) après sa

libération par hydrolyse enzymatique des triglycérides selon les réactions suivantes :

Triglycérides Glycérol + acides gras

Glycerol + ATP Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate Dihydroxyacétone-phosphate + H2 O2

H2O2 + amino-4-phénazone + phénol 4 H2 O + quinone imine

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

proportionnelle à la quantité de triglycérides contenue dans l’échantillon du sérum [345].

3.7.3. Le cholestérol HDL

Principe

Le dosage du HDL cholestérol s’est effectué grâce au réactif phosphotungstate associé

au chlorure de magnésium (ref. T01-2801-56, 6.5 ml) qui va faire précipiter les chylomicrons,

les VLDL et les LDL.

Le HDL cholestérol est alors dosé dans le surnageant résultant de la centrifugation du

précipité par la même technique enzymatique que le cholestérol total [345].

3.7.4. Cholestérol LDL

Le cholestérol LDL est calculé grâce à la formule de Friedewald (1972) [346], à

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

3.7.5.  Contrôle de qualité

Le contrôle de qualité a été réalisé pour tous les paramètres. Nous avons apprécié ce

contrôle par la répétabilité et la reproductibilité.

LDL-C = CT – (HDL-C) - [TG/5]

Glycerate kinase

Peroxydase

Lipase

Glycérol 3 phosphate oxydase
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 Répétabilité

Un pool a été  réalisé à partir des sérums, le cholestérol et les triglycérides de ce pool

ont été dosés (30 fois), le cholestérol HDL (15 fois) (tab I)

3.7.6. Reproductibilité

Elle a été réalisée grâce à deux sérums de contrôle, l’un normal et l’autre pathologique

pour chaque série d’analyse. Les contrôles sont préparés chaque jour et dosés soit au début,

soit à la fin de la série.

Tableau I : Tableau exprimant les résultats du contrôle de qualité préalablement réalisé

Répétabilité Reproductibilité

Paramètre N X S CV% Paramètre N X S CV%

Cholesterol 30 1.85 ± 0.08 4.3 Cholestérol 30 2.29 ± 0.11 4.8

Triglycerides 30 1.08 ± 0.05 4.6 Triglycérides 30 1.48 ± 0.08 5.4

HDL 15 0.41 ± 0.01 2.4 HDL 15 0.45 ± 0.02 4.4

3.8. Dosage de l’insuline
3.8.1. Principes biologiques de la procédure

Le dosage de l’insuline est réalisé grâce à une technique immunoenzymatique

microparticulaire (MEIA) sur l’AxSYM (Abbot).

 Sérum et plasma

Le dosage AxSYM Insuline peut être effectué sur du sérum ou du plasma (prélevés sur

héparine, EDTA, citrate ou fluorure de sodium). Les échantillons devraient être examinés

aussitôt que possible, en raison de l'enzyme dégradante d'insuline existant dans les globules

rouges, dont la présence peut montrer des niveaux très bas pour les valeurs déterminées

(éviter les échantillons hémolysés).

Les échantillons de sérum ou de plasma devront être séparés du caillot ou des globules

rouges, puis conservés congelés à -20°C.
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 Volume d’échantillon

Le volume d’échantillon nécessaire pour réaliser un dosage Insuline unique sur

l’AxSYM varie selon le type de récipients-échantillons utilisé. Le volume minimum

d’échantillon nécessaire dans un godet-échantillon est de 150 µl pour un dosage de

ROUTINE et de 86 µl pour un dosage URGENT. Pour chaque dosage supplémentaire

(ROUTINE ou URGENT) effectué sur le même récipient-échantillon, il faut ajouter 36 µl

d’échantillon.

 Protocole de dilution manuelle

Les échantillons de patients dont la valeur d’insuline est supérieure à 300 µU/ml

peuvent être dilués avec le calibrateur A AxSYM Insuline. Il est recommandé d’effectuer la

dilution de sorte que l’échantillon dilué donne un résultat supérieur à 3 µU/ml sur la courbe de

calibration. Exemple : une dilution au 1/5ème est préparée en ajoutant 50 µl d’échantillon à

200 µl calibrateur A AxSYM Insuline. Mélanger soigneusement avant analyse. Pour

déterminer la concentration en insuline de l’échantillon, multiplier la concentration de

l’échantillon dilué par le facteur de dilution.

3.8.2. Unité d’échantillonnage

 L’échantillon et tous les réactifs AxSYM Insuline (annexe 3) nécessaires à une série

de dosages sont pipetés par l’aiguille d’échantillonnage dans les différents puits de la

cartouche de réaction (CR). La CR est immédiatement transférée dans l’unité de

traitement, où le pipetage continue avec l’aiguille de traitement.

Les réactions ont lieu dans l’ordre suivant :

 Echantillon, les microparticules recouvertes d’anticorps anti-insuline (souris,

monoclonal), et le tampon de dosage sont pipetés dans un puits de la CR. Pendant

l’incubation de ce mélange réactionnel, l’insuline présente dans l’échantillon se lie aux

microparticules recouvertes d’anticorps anti-insuline pour former un complexe

anticorps-antigène.

 Une partie aliquote du mélange réactionnel est transférée sur la matrice. Les

microparticules se lient irréversiblement à la matrice en fibre de verre.

 La matrice est lavée afin d’éliminer le matériel non lié.

 Le conjugué d’anticorps anti-insuline (souris, monoclonal) : phosphatase alcaline est

distribué sur la matrice et se lie au complexe anticorps-antigène.
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 La matrice est lavée afin d’éliminer le matériel non lié.

 Le substrat, du phosphate de méthyl-4-ombelliféryl, est ajouté sur la matrice et le taux

de formation du produit fluorescent est mesuré par le système optique MEIA.

 Valeurs de références
Insuline AxSYM  de notre laboratoire présente les valeurs de référence suivantes :

Moyenne : 4.8 µU/ml [0.2 – 9.4 µU/ml]

Ecart-type : 2.3 µU/ml

3.9. Dosage du cortisol
3.9.1. Principes biologiques de la méthode

AxSYM Cortisol est basé sur la technologie de dosage immunologique par

polarisation de fluorescence (FPIA). La technique inclut également une étape préliminaire

manuelle de prétraitement des échantillons. Pour obtenir des résultats optimaux, les

échantillons ne doivent pas contenir de fibrine, de globules rouges ou d’autres particules en

suspension.

 Sérum et plasma

Le dosage du Cortisol peut être effectué sur du sérum ou du plasma (prélevés sur

héparinate de sodium, héparinate de lithium ou EDTA tripotassique). Les échantillons

peuvent être conservés au maximum 24 heures entre +2 et +8°C avant d’être analysés. Si le

dosage est effectué plus de 24 heures après le prélèvement, les échantillons de sérum ou de

plasma devront être séparés du caillot ou des globules rouges, puis conservés congelés à -

20°C.

 Volume d’échantillon

Le volume d’échantillon nécessaire pour réaliser un seul dosage Cortisol sans dilution

sur l’AxSYM varie selon le type de récipient-échantillon utilisé. Le volume minimum

d’échantillon nécessaire dans un godet-échantillon est de 150 µl pour un dosage de

ROUTINE et de 94 µl pour un dosage URGENT. Pour chaque dosage Cortisol

supplémentaire (ROUTINE ou URGENT) effectué sur le même récipient-échantillon, il faut

ajouter 44 µl d’échantillon.
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 Protocole de dilution manuelle

Les échantillons de patients dont la concentration en cortisol est supérieure à 60.0

µg/dl peuvent être dilués à l’aide d’une dilution manuelle au 1/2. Ajouter un volume

d’échantillon de patient à un volume de diluant AxSYM. Recommencer l’analyse sur

l’échantillon dilué manuellement. Afin d’obtenir la concentration finale de l’échantillon, la

concentration enregistrée par l’AxSYM doit être multipliée par le facteur de dilution

manuelle.

3.9.2. Unité d’échantillonnage

 L’échantillon et tous les réactifs AxSYM Cortisol (annexe 4) nécessaires pour une

série de dosage sont pipetés par l’aiguille d’échantillonnage dans les différents puits

d’une cartouche de réaction (CR).

 L’échantillon, l’antisérum anti-cortisol (anticorps), la solution de prétraitement et la

solution 4 (diluant) sont pipetés dans un puits de la CR pour former le mélange de

prédilution.

 Une fraction supplémentaire de solution de prétraitement et la solution 4 (diluant) sont

pipetées dans la cuvette de la CR.

 La CR est immédiatement transférée dans l’unité de traitement, où le pipetage

continue avec l’aiguille de traitement.

3.9.3. Unité de traitement

 Une partie aliquote du mélange de prédilution et de la solution 4 (diluant) est

transférée dans la cuvette de la CR et l’intensité du blanc de l’échantillon est mesurée.

 Une seconde partie aliquote du mélange de prédilution est transférée dans la cuvette

avec le traceur Cortisol marqué à la fluorescéine.

 Le cortisol présent dans l’échantillon et le traceur Cortisol marqué à la fluorescéine

entrent en compétition pour occuper les sites de liaisons sur la molécule d’anticorps.

 L’intensité de la polarisation de fluorescence est mesurée par le système optique FPIA.

 Valeurs de références

Les limites de l’intervalle de confiance à 95% de la plage de normalité du cortisol dans

des échantillons sériques pour le matin et l’après-midi ont été déterminées comme étant

comprises entre :
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7h – 9h : 4.2 et 38.4 µg/dl (valeur médiane de 10.8 µg/dl).

16h – 18h : 1.7 et 16.6 µg/dl (valeur médiane de 6.7 µg/dl).

3.10. Dosage de l’homocystéine
3.10.1. Principe

C’est un immunodosage par compétition sur IMMULITE 2000 (DPC).

Le test inclut une étape préliminaire manuelle de prétraitement des échantillons.

L’homocystéine des échantillons plasmatiques est séparée des protéines de liaison et

convertit en SAH après incubation de 30 minutes à 37°C en dehors du système et en présence

de SAHH et de dithiothreitol (DDT).

L’échantillon prétraité et l’anticorps anti SAH marqué à la phosphatase alcaline sont

introduits simultanément dans l’unité test qui contient une bille de polystyrène recouverte de

SAH. Pendant une incubation de 30 minutes, le SAH provenant de l’échantillon prétraité entre

en compétition avec le SAH fixé pour se lier à l’anticorps anti-SAH marqué à la phosphatase

alcaline.

3.10.2. Dosage

▪ Préparation de la solution de travail

Solution préparée quotidiennement. Elle doit être utilisée dans les 2 heures suivant la

préparation.

- Un volume suffisant de solution B de prétraitement (DDT dans un tampon) est dilué

au 1/10 dans l’eau distillée avant de l’ajouter à la solution A de prétraitement (SAHH

bovine dans un tampon).

- Les deux solutions A et B (diluée) sont mélangées à volume égal.

Les quantités doivent être suffisantes pour le nombre de tests à réaliser, par exemple:

Nb d’éch Sol travail ml H2O ml Pre – B µl Pre – A ml Total ml

5 1.5 0.90 100 1 2
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▪ Préparation des échantillons

- Pour les contrôles et échantillons de patients.

15 µl de chaque contrôle et échantillon de patient (plasma) est ajouté à 300 µl de la solution

de travail. Les tubes fermés et mélangés sont placés dans un bain-marie à 37°C pendant 30

minutes, ensuite ils sont transférés dans les unités échantillon IMMULTE.

- Pour les ajusteurs

20 µl de chacun des ajusteurs (SAH synthétique dans une matrice protéine/tampon) est

ajoutée à 400 µl de la solution de travail. Les autres étapes sont les mêmes.

Les échantillons prétraités sont stables à température ambiante (+ 15°C/+ 28°C) ou

réfrigérés à + 2°C/+ 8°C une heure avant le dosage.

▪ Valeurs de références : Le test IMMULITE 2000 Homocystéine présente un domaine de

référence de 5 – 15 µmol/l.

3.11. Extraction de l’ADN
3.11.1.  Introduction

La plupart des études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acide

nucléique, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d'ADN. Les autres sources

cellulaires peuvent être des biopsies (biopsie de villosités choriales..) ou des cultures de

cellules (amniocytes, fibroblastes, lignées lymphoblastiques...) [344].

De très nombreux procédés d'extraction des acides nucléiques ont été décrits, et

des kits sont actuellement proposés par un certain nombre d'industriels. Dans la grande

majorité des cas la technique d’extraction des acides nucléiques doit être adaptée à

l’échantillon, à la nature du génome, au nombre de copies et des méthodes de biologie

moléculaires utilisée ultérieurement (PCR) [344].

Quelle que soit la méthode d'extraction des acides nucléiques utilisée à partir du

sang fraîchement recueilli ou décongelé, le sang doit être initialement vigoureusement

mélangé à une solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges, la méthode

d’extraction  employée dans notre étude est une méthode utilisant un solvant inorganique,

NaCl [347].
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3.11.2.. Etape d’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN s’effectue en plusieurs étapes : elle consiste en l’isolement de

leucocytes du sang total par une lyse hypotonique des globules rouges ; ils seront ensuite

traités par un détergent (SDS) et une protéinase K.

Dans le lysat, l’ADN nucléaire ainsi libéré est associé aux différentes protéines qui

seront digérées et éliminées par précipitation au NaCl. Le surnagent ainsi récupéré est traité

par de l’éthanol dans lequel une pelote de l’ADN se forme par précipitation.

L’ADN est solubilisé en phase aqueuse (Tris EDTA 10 : 1). Sa pureté et sa

concentration sont estimées par spectrophotométrie à UV.

 Préparation des leucocytes

L'extraction des acides nucléiques à partir du sang est vigoureusement mélangé à une

solution hypotonique TE (Tris-EDTA) 20 : 5 dans un tube falcon de 50 ml pour faire éclater

les globules rouges.  La lyse est réalisée à 4 °C pendant 10 à 15 minutes.

Le lysat est centrifugé pendant 15 min à 3900 g (3800 rpm) et, après élimination du

surnageant, le culot cellulaire contenant les leucocytes est repris dans une solution TE 20 : 5

dans un volume total de 25 ml.

On le laisse dans la glace pendant 10 minutes. Une deuxième centrifugation dans les

mêmes conditions que la première fois et le culot obtenu des leucocytes par une deuxième

aspiration du surnageant est utilisé pour l’extraction de l’ADN. (On peut s’arrêter à ce niveau

le culot des leucocytes est  conservé  dans un tube nunc de 1.5ml avec du TE 10 : 1 à – 20°C).

 Extraction de l’ADN

 Transverser le culot de leucocytes dans un tube falcon de 15 ml.

 Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM, EDTA 2 mM, Tris 10 mM, pH 8.2)

en dilacérant le culot.

 Ajouter 200 µl de SDS à 10 %.

 Ajouter 100 µl de protéinase K à 10 mg/ml.

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

 Le lendemain refroidir dans la glace.

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

 Remettre 5 min dans la glace pour précipitation des protéines.

 Centrifuger 15 min à 2500 rpm.
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 Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu préalablement refroidi et agiter en retournant le tube plusieurs fois :

la pelote d’ADN se forme.

 Laisser éventuellement 30 min à –20°C si la pelote ne se forme pas

 Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans l’éthanol à

70%.

 Mettre la pelote dans un tube nunc.

 Solubilisation

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

souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotatif à 37°C, puis à température ambiante jusqu'à dissolution

complète (1 à 2 jours).

 Détermination de la pureté et la concentration de l’ADN

o Détermination de la pureté

La pureté de l’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction

utilisée par la suite. Dans le cas ou l’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir à

un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable de

procéder par réextraction de la pelote de l’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les ADN

purs sont conservés à + 4°C jusqu'à utilisation.

Principe

- l’ADN absorbe à 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent

à 280 nm.

- L’échantillon est dilué au 1/100 dans l’eau distillé (10 µl de l’ADN solubilisé dans

990 µl de l’eau stérile).

- Les DO sont lus à 260 et 280 nm (longueurs d’onde d’absorption des acides

nucléiques et des protéines) dans le même type de cuve que celle ayant servi à faire le

zéro (eau stérile).

- Par le moyen du rapport de DO260 nm/DO280 nm, la pureté de l’ADN est déterminée

en indiquant la contamination de l’ADN par les protéines ou par les ARN.

On considère que :
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 l’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/DO280 est compris entre

1.6 et 2 (1.6 <R≤ 2).

 L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/DO280 < 1.6.

 L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/DO280 >2.

o Détermination de la  concentration de l’ADN

La concentration de l’ADN est estimée par spectrophotométrie à 260 nm sachant que :

1 unité de DO260 nm = 50 µg/ ml d’ADN

On mesure donc à 260 nm la DO d’une dilution au 1 /100ième de la solution à doser. On

déduit la concentration de l’ADN grâce au calcul suivant :

[C] (µg / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50µg / ml

Facteur de dilution = vol total / vol d’ADN

Exemple :

Pour un ADN solubilisé dans 1000 µl de TE 10 : 1 ayant une DO260 nm = 0.139

1 unité de DO 260 nm 50 µg/ ml d’ADN

0.139 de DO260 nm X

X= 0.139 x 50 = 6.95 µg/ ml

Considérant que l’ADN est dilué à 1/100, donc 6.95 x 100 = 695 µg/ ml

La concentration de l’ADN peut être vérifiée par un contrôle de taille des

molécules d’ADN qui doivent être suffisamment longues pour être digérés. L’ADN

génomique doit être manipulé en évitant toute action mécanique violente.

3.12. Génotypage de l’apo E
Elle consiste à amplifier une partie de l’ADN contenant le gène de l’apo E. Puis de

différencier les génotypes par digestion d’une enzyme de restriction spécifique.

La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives :

- la PCR (polymerase chain reaction) et contrôle de PCR  sur gel d’agarose

- la digestion du produit de PCR par l’enzyme de restriction Hha I.

- la séparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur gel de

polyacrylamide et distinction des différents génotypes par transilumination sous UV.
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3.12.1. Amplification d’ADN  par  réaction de polymérisation  (PCR)

 Introduction

La  Polymerase Chain Reaction (PCR) est une technique de biologie moléculaire mise

au point en 1985 par Karry Mullis et développé par Henri A et ses collaborateurs de la

compagnie CETUS (Californie, USA) en 1985 [344].

Cette réaction enzymatique conduit à l’amplification spécifique de plusieurs millions

de fois d’une séquence nucléotidique précise que l’on désire étudier. Elle permet de repérer un

fragment d’ADN ou de gènes précis même présents en quantité très faible dans un mélange

puis de le multiplier rapidement.

 Principe de la PCR

La Polymerase Chain Reaction  permet l’amplification d'un segment d'ADN compris

entre deux régions de séquences connues par un procédé d'extension d'amorce. Elle consiste à

utiliser deux amorces oligonucléotidiques de synthèse de 20 à 25 nucléotides

complémentaires des extrémités 3' des deux brins d'ADN encadrant la séquence à amplifier.

Une de ces amorces est une copie du brin codant et l'autre, une copie du brin non codant. Sous

l'action d'une enzyme (Taq polymérase), chaque amorce est allongée dans le sens 5’→3' d'une

séquence exactement complémentaire du brin recopié. La répétition des cycles aboutit à une

amplification exponentielle de la séquence cible considérée.

Une réaction de PCR correspond à la succession d'une trentaine de cycles comportant

chacun 3 étapes :

 une étape de dénaturation des acides nucléiques

 Une étape d’hybridation des amorces sur les séquences cibles

 Une étape d’extension des amorces par l’ADN polymérase

Tous les éléments nécessaires à la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis aux

différentes températures correspondant à chaque étape. Ces cycles de température sont

réalisés automatiquement dans un thermocycleur.

3.12.2. Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR

Pour préparer le milieu réactionnel on multiplie la quantité de chaque composant par le

nombre de tubes voulu + un, c’est le tube témoin négatif dans lequel on met uniquement le

mélange sans ADN.

74



L’ADN est amplifié par PCR avec deux amorces encadrant la région avec les deux

codons polymorphes des acides aminés 112 et 158 de l’apo E.

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

. OD 5’- ATG GCG CTG AGG CCG CGC TC - 3’   (20pb)

. OG 5’- AAC AAC TGA CCC CGG TGG CG - 3’  (20pb)

3.12.3. Condition d’amplification

Pour un volume total de 75 µl

. DNA 2 l / à 250 ng / l

. REACTIF COMMUN  (Mix) :

1. Tampon de Taq 10X 7.5 µl

2. DMSO 7.5 µl

3. Mix d NTP 25mM (au 1/10) 6  µl (200 µM)

4. Taq polymérase 2,5 u 0.5 µl

5. Mg CL2 50mM 3    µl

6. OG sol. mère 0,93mM             1.2 µl (0.6 µM)

7.         OD  sol .mère 1,11mM            1 µl    (0.6 µM)

8.         H20 q.s.p 75 µl 46.3  µl

Pour le tube témoin on met uniquement le mix sans ADN.

Cycles PCR

5’ à 94°C

3’ à 65°C

. 50s à 72°C

. 50s à 94°C 30  cycles

. 50s à 65°C

5’   à 72 °C

4° à 
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3.12.4. Contrôle de  La taille des fragments amplifiés

La taille des fragments amplifiés a été contrôlée par électrophorèse sur un gel

d'agarose additionné de Bromure d’éthidium (figure 22).

10 à 15 µl de la solution d'ADN  amplifié ont été déposés dans chaque puits d'un gel

d'agarose à 1.5 % soumis à une migration sous un courant de 90 volts pendant 1 h. Cette

analyse permet, d'observer si une éventuelle  contamination de l'ADN survenue au cours de la

PCR.

Figure 22 : Profil d’électrophorèse  sur gel d’agarose 1.5% des fragments amplifiés (292pb)

par  PCR du gène Apo E

3.12.5. La digestion du produit de PCR

Les trois allèles communs de l’apolipoprotéine E diffèrent par la nature des acides

aminés en position 112, et 158 : Les codons variables des locus 112 et 158 sont TGC quand

ils codent pour une cystéine ou CGC quand il code pour une arginine. L’amplification par

PCR du fragment de 292 pb encadrant ces positions, suivie d’une digestion enzymatique par

HhaI qui a pour site de coupure les séquences GCGC (annexe 5). Son action n’est possible

que lorsque des arginines figurent en 112 ou 158 parce que celles-ci sont codées par la

séquence CGC et que ces deux locus sont précédés tous les deux d’un codon se termine par G.

Ils existent par ailleurs sept sites constants de clivages par HhaI dans le segment

amplifié. La coupure par l’enzyme génère donc des fragments constants et des fragments de

taille variable en paires de bases caractéristiques selon les allèles (figure 23).

103

300

200

100

76



Chacun  des isoformes de l’apo E se distingue par une combinaison unique de

polymorphisme des longueurs de fragments de restriction (RFLP) issus du clivage par HhaI et

possédant différentes tailles (figure 23).

Chaque allèle a un site de coupure spécifique. L'allèle 2 (Cys112, Cys158) est

caractérisé par l'absence de codon CGC de l'arginine 158, par conséquent la coupure donne un

fragment de 83 pb  spécifique de cet allèle et un fragment 91 pb encadrant le site 112.

L'allèle 4 (Arg112, Arg158), se distingue par la présence du codon CGC en position

158, par conséquent, l’enzyme agit à ce niveau et libère deux segments d'ADN 48 et 35 pb, un

fragment 72 pb issu de clivage à la position 112.

Figure 23: Digestion par Hha I des trois allèles

 Clivage des produits de PCR

Les manipulations se font sur la glace :

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

 Tampon 2.5 µl

 Hha I (10 unités)       1   µl        X (n +1)

 H2O qsp10 µl            6.5 µl

 Répartition de 10 µl de mixte dans chaque tube

 Ajouter 15 µl de chaque produit de PCR

 Homogénéiser le contenu des tubes dans la centrifugeuse de paillasse

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

48

ArgЄ3 cys-arg

351662 91 18 7 11 4

Cys

83

CysЄ2 cys-cys

1662 91 18 7 11 4

Cys

19 48

ArgЄ4 arg-arg

351662 72 18 7 11 4

Arg
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 Après Incubation à 37°C pendant une nuit le produit de digestion est concentré au

speed-vac pendant 15 à 20 min.

3.12.6. Electrophorèse des fragments de restriction

Les produits de restriction sont soumis à une migration sur gel d’acrylamide à 10%

dans un  tampon TBE 1X à 250 Volts.

 Préparation d’un gel d’acrylamide 10%

Pour un gel de  70 ml

 Acryl  30%      23.8  ml

 TBE 10X          7      ml

 H2O 38.5  ml

Pendant que les réactifs se remettent à température ambiante

. On prépare le persulfate d’ammonium à 10% (0.01g dans 100 µl  H2O)

. On monte le support de gel

. Addition de persulfate d’ammonium et de Temed juste avant de couler le gel

50 µl de persulfate/10 ml (350 µl)

10 µl de Temed /10 ml (70 µl)

. On homogénéise, et on coule immédiatement en versant le contenu de bêcher entre

les plaques de verre en prenant soin de ne pas faire de bulle et on place le peigne

afin de former les puits, on laisse polymériser à température ambiante 1h. à 1h

30min.

 Dépôts des échantillons

Quand le gel est polymérisé, on plonge le système (gel + électrodes) dans la cuve

verticale contenant un volume (450 ml) du tampon Tris Borate EDTA  (TBE 1X), on ôte le

peigne et on dépose délicatement au fond de chaque puits un échantillon.

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

2 h. La migration est terminée, quand le bleu atteint le bas du gel.

Coloration

Après préparation du colorant avec 100 ml de TBE 1X et 10 l de BET dans un  bac.

 On glisse délicatement le gel de façon horizontale dans le bac pendant 10 à 15 min.

 On visualise le gel aux UV et prendre une photo.
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 Révélation du profil électrophorètique

Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur l’ADN (cette molécule s’intercale entre les

bases de la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction dans le

gel placé sur la table à UV.

Les petits fragments de 35 pb sont très difficiles à visualiser sur le gel sous UV. Quant

à ceux de 19, 18, 16, 11, 7 et 4 pb, sont élués dans le tampon lors de la migration

éléctrophorétique.

Chaque fragment d’ADN est visible sous forme d’une bande dont la position sur le gel

d’acrylamide dépend de sa taille, une combinaison de bandes étant caractéristique de chaque

génotype (Tableau II,  figure 24).

Tableau II: Tailles des fragments  de restriction en  paire de base (Pb) correspondants aux

six génotypes possibles   (3 homozygotes et 3 hétérozygotes)

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

91 91 91 91 91 -

- 83 83 83 - -

- - 72 - 72 72

62 62 62 62 62 62

48 48 48 - 48 48

35 35 35 - 35 35

Figure 24 : Profil d’électrophorèse sur gel d’acrylamide des fragments issus par clivage de

HhaI présentant différents génotypes d’apo E
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3.13. Recherche de la mutation C677T du gène codant la MTHFR
3.13.1. Principe

La mutation C677T du gène de la MTHFR a été déterminée par la méthode PCR/RFLP

décrite par Frosst et al en 1995 [21].

Le principe de la PCR est la synthèse de multiples copies d’une séquence d’ADN

spécifique, l’ADN cible amplifié est analysé par RFLP (polymorphisme de la longueur des

fragments de restriction). Le RFLP reflète une différence (un polymorphisme) au niveau d’un

site particulier de reconnaissance d’une enzyme de restriction donnée. Après digestion

enzymatique, les fragments de restrictions sont soumis à une électrophorèse sur gel qui

permet leur séparation en fonction de leur taille. La variabilité d’un site de restriction se

manifeste par la présence ou l’absence de celui-ci, ce qui se traduit par un polymorphisme des

longueurs des fragments de restriction. La mutation C677T crée un site de restriction reconnu

par l’enzyme de restriction Hinf I (source : Haemophilus influenzae), dans une séquence de

198 pb du gène MTHFR amplifiée par la méthode PCR utilisant le couple d’amorces :

5’ – TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA – 3’ (sens, exonique : F),

5’ – AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG – 3’ (antisens, intronique : R).

La digestion enzymatique a donné des fragments : 175 pb, 198 pb et 23 pb, le premier

apparait sur le profil électrophorétique sous forme d’une seule bande qui correspond au type

homozygote muté. Le deuxième apparaît aussi sous forme d’une seule bande, il s’agit du type

homozygote sauvage. Les deux bandes ensemble, correspondent au type hétérozygote (figure

25). Le troisième n’est pas visible à cause de son intensité trop faible.

3.13.2. Technique

▪ La PCR (Polymerase Chain Reaction)

□ Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR (Annexe 6)

Mix de PCR µl/test

Tampon 10 X 5

DNTP 5

H2O 35.2

MgCl2 3

Oligo F (Forward) 0.2

Oligo R (reverse) 0.2

Taq polymérase 0.4
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La quantité de chaque composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un

autre. C’est le tube témoin négatif dans lequel on met uniquement le mélange sans ADN.

Pour les autres tubes 2 µl d’ADN sont mélangés à 49 µl du mix.

□ Déroulement des cycles de la PCR

La séquence cible de l’ADN est amplifiée par 30 cycles. Chaque cycle se divise en trois

étapes qui se déroulent à différentes températures : la dénaturation, l’hybridation des amorces

et l’élongation.

Les conditions d’amplification sont comme suit : une dénaturation initiale à 94°C pendant

5 minutes, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation à 94°C pendant

30 secondes, une hybridation à 65°C pendant 30 secondes et une élongation à 72°C pendant

40 secondes et enfin une élongation finale à 72°C pendant 10 minutes.

□ Contrôle des produits de PCR

Le contrôle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorèse sur un

gel d’agarose à 1.5% additionné de 10 µl de BET (Bromure d’éthidium) et coulé sur plaque

de cuve horizontale. Dans chaque puits du gel, il est déposé :

- 15 µl de produit d’amplification + 2 µl BBP (Bleu de Bromophénol).

- 3 µl de marqueur de taille (PM 100 pb Ladder, ref. GEPMQR01 – 26) + 10 µl H2O + 2 µl

BBP.

Les dépôts se font du côté cathode (-). Le système soumis à une migration sous un courant

de 90 à 120 volts pendant 1 heure. Cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle

contamination de l’ADN est survenue au cours de la PCR.

□ Digestion des produits de PCR

- Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de la digestion (Annexe 6)

Mix de la digestion µl/test

Tampon 4

Hinf I 1

H2O 5

BSA 0.2
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La quantité de chaque composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un

autre. Dans chaque tube, sont mélangés 10 µl du mix avec 30 µl du produit de PCR.

La digestion enzymatique est réalisée dans un bain marie à 37°C durant une nuit. Après

incubation, ils sont concentrés au Speed – Vac (System ISS 40 – SA ranta).

 Electrophorèse des produits de la digestion

Les fragments d’ADN digérés par l’enzyme de restriction sont séparés par électrophorèse

sur gel d’agarose à 3%, additionné de 10 µl de BET et coulé sur une plaque de la cuve

horizontale. 10 µl du produit de la digestion sont mélangés à 3 µl de BBP, déposés dans des

puits creusés dans le gel du côté de la cathode qui vont migrer vers l’anode dans le champ

électrique et leurs vitesses dépendent de leurs tailles. Plus le fragment à une taille élevée

moins la migration électrophorétique par rapport au puits d’inclusion sera importante. A

l’opposé, les fragments de petites tailles auront une distance de migration plus élevée.

Les fragments sont révélés par le bromure d’éthidium, réactif s’intercalant entre les bases

nucléiques à l’intérieur de la double hélice et qui rendra les ADN fluorescents par exposition

aux ultra violet (UV) (figure 25).

Figure 25 : Profil électrophorétique des fragments digérés par l’enzyme HinfI sur gel

d’agarose 3%

175pb
198pb

M     1     2     3    4     5     6     7    8     9    10    11  12  13  14
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3.14. Analyse  statistique
Les résultats  de tous  les échantillons obtenus  ainsi que tous les paramètres considérés

ont été  traités  par le logiciel Epi info version 6.0. Différentes méthodes, ainsi que différents

tests ont été utilisées dans cette étude [348].

3.14.1. Statistique descriptive

Dans  cette étude nous avons utilisé:

Les variables quantitatives sont  décrites par la moyenne ± 1 écart type.

 Des comparaisons de moyenne avec formulation de l’hypothèse nulle, la comparaison

de deux proportions observées.

na et n b sont les tailles de deux échantillons

 =  écart réduit

sa2 / na et  sb2/nb variances de la moyenne dans le

groupe A et  B

La valeur ε calculée est comparée à la valeur lue dans la table de l’écart réduit.

 Si ε <1.96, la différence n’est pas significative au seuil de 5% et on ne

peut rejeter l’hypothèse nulle d’absence de différence entre Xa et Xb

(Où p1 et p2  pour des proportions).

 Si ε ≥1.96 la différence est significative au risque α = 0.05, on peut

conclure que X1 (ou p1) est statistiquement différent de X2 (où p2).

3.14.2. Tests de comparaison de variances

L’égalité des variances est la condition de base pour les tests de comparaison de

moyennes. C’est le test de L’ANOVA.

Nous avons utilisé donc L’ANOVA en cas de distribution normale. Dans le cas ou les

variances différentes, objectivées grâce au test d’homogénéité des variances de Bartlett, nous

avons utilisé le test non paramétrique de Mann-Whitney.

 =  (Xa – Xb)

√ sa2 + sb2

na nb
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3.14.3. L’enquête analytique

Dans l’enquête analytique: pour étudier la relation entre un facteur d’exposition et la

maladie, et en plus des tests déjà cités  nous avons :

 Comparer la moyenne de la variable mesurant l’exposition chez les malades et

les non malades.

 Nous avons crée des classes et utilisé des méthodes qualitatives. Ces méthodes

permettent de décrire la relation entre le facteur d’exposition et la maladie de

manière plus concrète et permet l’utilisation de méthodes statistiques plus

simples. Le test utilisé dans ces conditions est le 2 [348].

3.14..4. Calcul de l’Odds ratio

Pour calculer l’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : Il est présenté

sous forme de tableau croisé 2×2. Le statut malade/non malade des sujets de l’étude est

présenté en colonne et le caractère exposé/non exposé en ligne.

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une

maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (prévalence <5%).

Dans ce cas l'Odds ratio peut être une bonne approximation du risque relatif que donnerait

une enquête de cohorte pour la population.

Pour déterminer s'il existe une stabilité épidémiologique, on a utilisé trois tests statistiques :

 En cherchant à tester  l'hypothèse nulle Ho selon laquelle il n'y aurait pas d'association

entre la maladie et le facteur de risque

 l'hypothèse nulle est formulée d'une seule manière qui est  (Ho: OR=1).

 On a utilisé la méthode de Mantelet Haenszel pour calculer un Odds lié à un facteur en

ajustant simultanément sur plusieurs autres:

Malades Témoins

Exposée (E+) a b a + b

Non exposés (E-) c d c + d

a + c b + d Total

OR = a * d / b * c
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Trois valeurs de  Khi carré 2 sont données : les valeurs de p sont données pour un degré de

liberté.

 Le test du 2 sans correction :

 Le test du 2 de Mantel- Haenszel :

 La correction de Yates :

 Le test de Fisher est calculé pour le tableau, et les résultas des deux tests

unilatéral et bilatéral sont donnés dans les cas ou une case du tableau est

inférieure à 5.

3.14.5. Les intervalles de confiance

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche

estimative de l'analyse statistique vise à quantifier l'effet étudié et le degré de certitude de

cette estimation grâce à un intervalle de confiance, qui identifie généralement une fourchette

de valeurs situées de part et d'autre de l'estimation et l'on peut être sur à 95% de trouver la

valeur réelle. L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a été calculé à partir de

l'approximation de Fleiss.

3.14.6. Choix de la "p value "

Le seuil critique a priori est de  0.05 (risque ). Si la valeur de p calculée à posteriori

est inférieure à ce seuil, la différence entre les paramètres est déclarée  statistiquement

significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour l'homogénéité de la présentation

des résultats. L'usage a retenu de manière consensuelle l'ensemble des seuils (0.05, 0.01,

0.001)  qui représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.

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

N = (N-1) (a*d) - (b*c) 2/[(a+b)*(c+d)*(a+c)*(b+d)]

N = [Ι (a*d) - (b*c) Ι - 0.5*N] 2/ [(a+b)*(c+d)*(a+c)*(b+d)]
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Répartition des sujets selon la pathologie et le sexe
Cette étude cas témoin regroupe 187 sujets dont 124 témoins et 63 patients remplissant

les critères du diagnostic de M.A probable. Répartis comme suit:

- 124 Témoins dont 62 Femmes et 62 Hommes.

- 63 M.A dont 30 Femme et 33 Homme.

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

F M Total

ALZ 30 33 63

Témoins 62 62 124

Total 92 95 187

Figure 26 : répartition des malades selon le sexe

Dans notre étude on ne retrouve pas de prédominance du sexe masculin par rapport au

sexe féminin.

Selon plusieurs études, Les femmes ont un risque plus élevé de développer une

maladie d’Alzheimer que les hommes [257]. Cependant dans l’étude Paquid, l’incidence de la
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maladie d’Alzheimer était, avant 80 ans, plus élevée chez les hommes que chez les femmes,

alors que c’est l’inverse après 80 ans [340].

Cette différence d’incidence en fonction du sexe pourrait être expliquée par des

différences biologiques et hormonales, notamment un possible effet des œstrogènes. Plusieurs

études ont montré que la prise de traitement hormono-substitutifs de la ménopause semblait

être associée à une réduction de plus de 50% du risque de la maladie d'Alzheimer.

L’espérance de vie, plus élevée chez les femmes que chez les hommes, pourrait également

expliquer les résultats observés.

Il faut noter que dans certains pays comme les États-Unis où cet écart d’espérance de

vie entre hommes et femmes est moindre, l’incidence de la maladie d’Alzheimer ne varie pas

selon le sexe [350].

4.2. Répartition par tranche d’âge
Les malades et les témoins sont classés en tranche d’âge de 10 ans.

Tableau IV: Répartition  des malades et témoins par tranche d’âge

ALZ T

n % n %

50-59 5 8 37 29.8

60-69 13 20.6 37 29.8

70-79 31 49.2 34 27.5

80-89 13 20.6 12 9.7

90-100 1 1.6 4 3.2

TOTAL 63 100 124 100

Notre étude montre une prévalence de la MA avoisinant les 8 % dans la population

âgée de moins de 60 ans ; elle augmente avec l'âge, la moitié environ (49.2%) de nos malades

se trouve dans la tranche d’âge 70 -79 ans, suivi de la tranche d’âge 60-69 et 80-89 ans avec

des taux de 20.6%.

L’âge moyen des sujets MA est de 73,47 ± 7,61 légèrement supérieur à celui des

témoins qui est de  67,17 ± 10,84 (Tableau V).
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Tableau V : Moyennes d’âge dans les groupes malades et témoins

F M Moyennes

ALZ 74,68 ± 6,7 72,4 ± 8,29 73,47 ± 7,61

Témoins 68,26 ± 12,2 66 ± 9,27 67,17 ± 10,84

L’âge est sans conteste le principal facteur de risque de la MA.

Dans notre étude l'âge semble être lié à une augmentation exponentielle de la

fréquence de la maladie, elle atteint un pic dans la tranche d’âge de 70-79 ans (figure 27).

Cet augmentation est retrouvée dans toutes les études, dont la plupart montrent que

l’incidence de la MA double pratiquement par tranche d’âge de 5 ans après 65 ans, alors que

l'augmentation de la prévalence en fonction de l'âge est moins rapide après 90 ans. Certains

travaux suggèrent qu'un plateau pourrait être atteint pour les classes d'âges les plus élevées.

Figure 27: Répartition  des malades et témoins en tranche d’âge

Ces hypothèses ; suggérant que, passé un certain âge, cette croissance exponentielle se

stabiliserait. Ceci reste à discuter dans la mesure où, au-delà de 85 ans, les effectifs des études

sont faibles [351].

Dans l’étude coopérative européenne le groupe de recherche EURODEM a rassemblé

les résultats obtenus entre 1980 et 1990, sur 8 cohortes de sujets de plus de 65 ans [340]

incluant des résultats obtenus sur la population française (étude PAQUID) [352]. La
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fréquence des démences augmente avec l'âge, passant de moins de 2% entre 65 et 69 ans à

plus de 30% après 90 ans.

Plusieurs études sont menées pour expliquer, comment l’âge favorise-t-il la

neurodégénérescence, une augmentation marquée dans la production des radicaux libres,  peut

prédisposer pour les désordres apparentés à l’âge [353, 354].

4.3. MMSE, évaluation du statut cognitif et du stade de la démence
La démence comporte différents degrés de sévérité définie en fonction du score ou

MMSE (mesure du déficit cognitif par le Mini-Mental State Examination), qui est une

évaluation cognitive structurée et brève qui peut être appliquée au lit du malade ou en

consultation par des cliniciens.

Ce test est sensible surtout aux troubles des fonctions cognitives rencontrés dans les

démences et en particulier dans la maladie d’Alzheimer. Il évalue les fonctions cognitives

suivantes: l’orientation spatio-temporelle, la mémoire immédiate, la concentration, le calcul

mental, la mémoire de fixation (long terme), le langage et les habiletés visuoconstructives

[355].

Les auteurs du test (Folstein et al, 1975) ont proposé comme limite inférieure de la

normalité le score de 24/30: un score < 24 signale la présence probable d’un syndrome

démentiel. Cette limite est abaissée  pour les niveaux socioculturels bas [355].

En pratique, nous optons pour l’attitude suivante:

– MMSE > 27: la probabilité d’un syndrome démentiel est très faible (mais pas

nulle).

– MMSE = 24-27: zone de doute.

– MMSE < 24: haute probabilité de la présence d’un syndrome démentiel.

Le score global reflète une performance dont l'interprétation nécessite de prendre en compte

l'âge du sujet, l'état affectif mais surtout le niveau culturel [356].

Dans notre étude tous les témoins ont un score supérieur à 27, considérées comme

cognitivement normaux ne présentant aucune forme de démence. Alors que tous nos malades

ont un score inférieur à 24, et présentant des formes plus au moins avancées de démence. 60.3

% sont touchés par une démence sévère; 22.2%  par une démence modérée et 17.5% sont

déments légers [357].
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Tableau VI: Evaluation du statut cognitif et du stade de la démence

Score ALZ %

18-24 11 17.5

11-18 14 22.2

≤10 38 60.3

Figure 28: Evaluation du statut cognitif et du stade de la démence

4.4. Etude génétique de l’APOE
L’étude génétique du polymorphisme de l’Apo E a concerné les 124 témoins et 63

malades.

4.4.1. Les fréquences génotypiques de l’Apo E

Le tableau VII montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et

les sujets Alzheimer.
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Tableau VII: Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes

Témoins ALZ

N (%) N (%) P

3 / 3 86 69.4 27 42.9 <1%

3 / 4 19 15.3 23 36.5 <1%

2 / 3 17 13.7 3 4.8 ns

2 / 4 1 0.8 4 6.3 ns

4 / 4 1 0.8 6 9.5 <1%

Total 124 100 63 100

*ns = non significative

La distribution génotypique de ce gène  indique que ε3/ε3 est le génotype dominant

dans le groupe témoin et dans le groupe malade, avec une fréquence de 69.4% et 42.9%

respectivement, ces résultats concordent avec ceux retrouvé dans toutes les études réalisées à

travers le monde.

Ainsi la prévalence du génotype ε3/ε3 est de (66.7%) Framingham (USA), (62.2%)

Allemagne, (64.3%) France, (71.1%) japon, (70,8%) chine, (71%) en Arabie Saoudite, (69%)

au Liban, (65.2%) en Hongrie, (69.84%) au Portugal, (83.1)% au Mexique, (58.7 %) en

Finlande, (72.1%) au Japon, (88.2%) en Grèce, (72.1%) Soudan, (67.3%) Maroc, et (71.2%)

en Tunisie [358-360].

La figure 29 montre que la distribution des fréquences génotypiques de l’apoE varie

significativement entres malades et témoins.

Figure 29: Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes
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Dans le groupe témoin  le génotype 3/3 est suivi des génotypes 3/4 (15.3%) et

e2/e3 (13.7%); alors que  les génotypes 2/4 et 4/4 ne sont présent que chez 1.6% de la

totalité des témoins.

En revanche dans le groupe malade les fréquences génotypiques présentent un ordre

décroissant différent de celui des témoins, le génotype 3/3 le plus fréquent, suivi des

génotypes 3/4 (36.5%), 4/4 (9.5%), 2/4 (6.3%) et e2/e3 (4.8%).

On constate que le génotype 3/4 est plus fréquent dans le groupe malade, il est

augmenté de 21.2% par rapport aux témoins. Le génotype 4/4 est également plus important

chez les malades, il est augmenté de 8.7%. De même le génotype 2/4 et plus important chez

les malades.

Alors que dans les deux groupes on n’a pas trouvé des porteurs du génotype 2/2 ;

cependant les porteurs du génotype 2/3 sont plus nombreux dans le groupe témoins que

dans le groupe malade.

Ainsi on remarque que le nombre de malade augmente avec la présence et le nombre

d’allèle de E4, 47.7% des malades ne présentent pas des génotypes contenant ε4, alors que

52.3% présentant au  moins une seule copie de l’ε4. Chez les témoins 83.1% ne possèdent pas

d’allèle ε4 et 16.9% seulement le possède suggérant une association entre l’allèle ε4 et la MA.

Nos résultats sont en accord avec toutes les études, démontrant une association

directe ou indirecte du polymorphisme de l’apoE avec la MA dans différents groupes

ethniques à travers le monde.

Nos résultats concordent avec ceux d’Alan Roses et col, 1993  qui ont étaient les

premiers  à suggérer que l’allèle ε4 avait une forte association avec la maladie d’Alzheimer

[361].

Schmechel et col, on montrait que la fréquence de l’allèle ε4 atteignait 40 % dans une

population de patients atteints de formes familiales tardives de la maladie [362].

Cet association a été confirmée par de très nombreuses études cliniques et

épidémiologiques, étendue aux formes sporadiques tardives ainsi qu’à certaines formes

précoces.

Saunders et col ont présenté des données cliniques concernant l’association de l’apoE

à la maladie d'Alzheimer, suggérant que (65%) des cas de maladie d'Alzheimer peuvent être

attribué à la présence de l’allèle ε4, et le risque de la maladie d'Alzheimer est plus faible chez

les sujets ayant le génotype ε2/ε3 [363].
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Dans cette même étude 23% de cas de maladie d'Alzheimer était attribué à l’absence

de l’allèle E2. Suggérant l’effet protecteur de l’ε2.

Après la découverte de l’association de l’allèle ε4 avec la maladie d’Alzheimer, la

question s’est posée de savoir si cette association était spécifique de cette maladie où pouvait

être retrouvée dans d’autres types de démence.

Les études d’association du gène de l’APOE avec d’autres maladies

neurodégénératives ont alors conduit à suggérer que l’allèle ε4 est essentiellement associé à

des affections présentant une amyloïdogenèse telles que les démences à corps de Lewy. A

l’inverse, les maladies principalement caractérisées par une dégénérescence neurofibrillaire

(la paralysie supranucléaire progressive ou les démences fronto-temporales) [364] ne sont pas

associées à l’allèle ε4.

4.4.2. Répartition des fréquences alléliques dans la population d’étude

Le tableau VIII montre que la répartition des allèles de l’apoE est inégale sur

l’ensemble des deux groupes.

Tableau VIII : Fréquences alléliques  de l'Apo E dans le groupe témoin et malade

2 3 4

N (%) N (%) N (%)

Témoins 18 7.2 208 83.9 22 8.9

M.A. 7 5.5 80 63.5 39 31

P ns <1% <1°/OO

Nos résultats montrent la prédominance de l’allèle ε3 dans le groupe  témoin avec une

fréquence de (83.9%), suivie de ε4 (8.9%) et ε2 (7.2%). Alors que chez les malades on

retrouve des fréquences de 63.5%, 31% et 5.5% respectivement. Cette tendance comparée aux

données de la littérature, montre qu’elle est semblable aux résultats présentés par des études

américaines (Rochester, Framingham), Indienne, Française, Australienne, Singapore,

Brésilienne, Espagnol, des populations marocaines et tunisienne [365-367] (Tableau VIII).
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Figure 30 : Répartition des fréquences alléliques  dans les deux groupes

Nos résultats cependant, sont sensiblement différents de ceux rapportés dans les

populations japonaises, Américaine (Boston), Iranaise (Téhéran), La Turquie (Istanbul), de

Kougyo (Finlande) [368].

Ainsi la répartition des allèles de l’apoE est inégale sur l’ensemble de la population

mondiale. Cette  observation souligne l'importance de l'endroit géographique et le fond

ethnique  des sujets dans  l'étude des génotypes d'APOE et leur association avec la MA.

Dans notre étude, la fréquence de l’allèle 4 est de 31% soit quatre fois plus élevé dans

le groupe malade que dans le groupe témoins (8.9 %), présentant une variation de 22.1% avec

une différence significative (p<1%). Son augmentation est le résultat d’une baisse de la

fréquence alléliques 2 et 3 dans le groupe M.A.

La fréquence de l’allèle e4 est augmenté dans les formes tardives de la MA dans

différents  pays d’Europe [368], au Etats-Unis [369] et au japon [370].  Dans toutes ces

études la fréquence de l’ε4 varie entre 0.10-0.18 dans la population générale, alors qu’elle est

fortement augmentée entre 0.24- 0.52 chez les sujets atteints de MA (Tableau VIII).

En  Europe de l’ouest, la fréquence de l’ε4 chez  les groupes MA et dans la population

générale suit un gradient décroissant nord-sud allant des pays du nord avec des prévalences de

0.2, à une prévalence de 0.1 dans les pays du bassin méditerranéen (Espagne et Italie) [132,

371]. Par conséquent la fréquence de l’allèle ε3 augmente du nord au sud pour  atteindre une

fréquence maximale de l’ordre de  (0.849–0.898) autour des pays du bassin méditerranéen

[132, 372].
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L’association de l’allèle e4 avec la maladie d'Alzheimer était étalée aux formes

précoces et sporadiques suite aux études de Chartier-Harlin, et col [373], et ceux de Fukuda et

col [374].

Malgré que nos données ne sont pas représentées, tous nos malades présentent une

forme sporadique sans antécédents familiaux, avec pour la plupart d’entre eux, une

manifestation  tardive de la MA, ne débutant qu’après l’âge de 65 ans.

Il est important de signaler que notre étude ne retrouve pas de différence dans la

fréquence de l’allèle ε2 entre sujets malades et  témoins.

Tableau IX : Fréquences alléliques  de l'Apo E dans différentes études dans le monde

[132, 371, 372].

n
Fréquences alléliques

ε 2 ε 3 ε 4

Finland
Cas MA 109 0.07 0.72 0.21
Témoins 188 0.08 0.83 0.09

France
Cas MA 675 0.04 0.61 0.35
Témoins 657 0.07 0.82 0.11

Spain
Cas MA 116 0.03 0.60 0.37
Témoins 133 0.05 0.88 0.07

Minnesota, USA
Cas MA 296 0.04 0.62 0.34
Témoins 463 0.10 0.78 0.12

Colombie
Cas MA 61 0.02 0.60 0.36
Témoins 61 0.02 0.89 0.08

Japon
Cas MA 72 0.02 0.67 0.31
Témoins 83 0.03 0.90 0.07

Sud de l’Italie
Cas MA 173 0.03 0.69 0.28
Témoins 174 0.05 0.88 0.07

Iran
Cas MA 105 0.0095 0.78 0.21
Témoins 129 0.027 0.91 0.06
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4.4.3. Association génotypiques et alléliques et maladie d'Alzheimer

Le calcul des Odds ratio montre que les porteurs de l’allèle 4 présentent une

association significative (p<0.001) vis-à-vis de la survenue de la maladie d’Alzheimer. Le

risque d’association entre la maladie et l’4 est augmenté chez les individus porteurs de

l'allèle 4 par rapport à ceux portants l'allèle 3. Elle est plus élevée chez les sujets

(homozygotes) avec un OR de 5.01 et les sujets ε3/ε4 avec un OR de 3.86.

La contribution du polymorphisme du gène de l’apo E dans la MA est suffisamment

documenté et largement étudier. Et l’allèle ε4 été fortement associer à la MA dans toutes les

études effectuer  à travers le monde.

Nos résultats concordent avec toutes ces études, une méta-analyse menée par

Rubinsztein et Easton (1999) qui a porté sur 3 390 patients de plus de 65 ans a montré que le

risque relatif de la maladie d'Alzheimer associé à l'allèle ε4, calculé par rapport aux sujets

homozygotes ε3/ε3 était de (3.18), le risque des sujets porteurs de deux allèles était de (11.57)

[375].

Tableau X : Calcul des Odds ratio des sujets malades ayant un allèle 4, 2, 3/4 et

2/3 par rapport aux témoins ayant un génotype 3/3.

Odds ratio P

4 vs 3/3 5.01
(2.36<OR<10.71*) < 0.001

2 vs 3/3 1.24
(0.42<OR<3.59*) ns

3/4 vs 3/3 3.86
(1.72<OR<8.72*) < 0.001

2/3 vs 3/3 0.56
(0.12<OR<2.26*) ns

* : Limites de confiance selon Cornfield  à  95%

Une autre méta-analyse (de Farrer et col. 1997) a regroupé 47 études portant sur 5939

malades et 8746 témoins, chez les sujets caucasiens. Le risque de MA était significativement

augmenté, les génotypes ε2/ε4 (OR = 2.6, 95% CI = 1.6-4.0), ε3/ε4 (OR = 3.2, 95% CI = 2.8-

3.8), et ε4/ε4 (OR = 14.9, 95% CI = 10.8-20.6); alors que la valeur des ORs diminuée pour les

génotypes ε2/ε2 (OR = 0.6, 95% CI = 0.2-2.0) et ε2/ε3 (OR = 0.6, 95% CI = 0.5-0.8) [376].
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De nombreuses études ont confirmé cette association entre l’allèle ε4 et la MA ainsi

dans les études de Brousseau et col [377] et Higgins GA et col [378], le risque de maladie

d'Alzheimer lié à l'allèle ε4 de l'apolipoprotéine E est augmenté d'un facteur 4 à 10.

Dans une cohorte finlandaise Strittmatter et Roses [150]. ont établi que le génotype de

l’Apo E est associé au risque de développer une MA, Les sujets porteurs d’un allèle ε4

auraient un risque relatif de MA de 1,84 et les sujets homozygotes ε4 un risque de 3,3 par

rapport aux sujets qui ne sont pas porteurs de cet allèle. Kivipelto et al. ont constaté que

l'apoE4 était un facteur de risque indépendant de la maladie d'Alzheimer (MA), même après

ajustement des facteurs de risques vasculaires (OR = 2,3 ; 95%CI = 1,1- 4,1) [379].

D’autres études ont été faites en fonction de l’âge de début et la présence de l’allèle ε4.

Ainsi, Castelli et al [380] dans une étude cas témoins de cent patients présentant des troubles

mnésiques liés à l’âge. Les patients homozygotes pour l’allèle ε4 présentent un âge de

survenue des troubles plus précoce que les autres patients.

D’autres études, comme celle de Corder et ces collaborateurs [381], ont montré que la

présence de l’allèle ε4 baisse considérablement l’âge de début de la maladie, ainsi le  début

est  plus précoce pour les porteurs du génotype ε4/ε4 (50% avec âge de début de 66 ans), puis

ε3/ε4 (50% de 73 ans) et ε3/ε3 (50% de 86 ans), et ceux de ε2 /ε4 ont un âge encore plus

tardif. Des données contradictoires on été publié sur l’influence de l’allèle ε4 sur l’âge de

début de la maladie. Notre étude ne retrouve pas de liaison entre l’âge et l’allèle ε4.

En admettant un mode de transmission autosomique dominant, Rao et al. ont suggéré

que, dans des formes familiales tardives, la pénétrance des génotypes incluant l’allèle ε4 est

complète chez les femmes et de l’ordre de 62 à 65 % chez les hommes [382]. Cette différence

est aussi observée pour les formes sporadiques puisque le risque associé à l’allèle ε4 est

supérieur (de l’ordre de 2 fois) pour les femmes par rapport aux hommes [373].

Dans notre étude Les sujets ayant l’allèle ε2 ne présentent pas de différence

significative par rapport aux homozygotes ε3/ε3 en ce qui concerne son implication dans la

MA. Ainsi que la fréquence de l’allèle ε2 dans notre groupe MA est de 5.5% ne diffère pas du

groupe contrôle qui est  de 7.2%.

L’effet protecteur de l’apoe2 n’est pas évident dans notre population d’étude. Nos

résultats sont en accord avec les données obtenues en Espagne, Iran, Turquie, et Italie. De

même cet effet protecteur de ε2 est moins évident dans l’est de l’Asie [365, 383].

L’allèle ε4 était établit comme un important facteur de susceptibilité pour la MA dans

plusieurs groupe ethnique, mais sa contribution dans la maladie d’Alzheimer n’est pas la

même dans ces différents groupes [376].
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Tableau XI : Estimation de l’impact des différents génotypes du gène codant pour
l’ApoE en fonction de l’origine ethnique sur le risque de développer la maladie

d’Alzheimer [384]
Populations Afro-

Américaines
Populations
Hispaniques

Populations
Japonaises

Populations
Caucasiennes

OR IC95% OR IC95% OR IC95% OR IC95%

2/2 2.4 [0.3-22.7] 2.6 [0.2-33.3] 1.1 [0.1-17.2] 0.6 [0.2-2.0]

2/3 0.6 [0.4-1.7] 0.6 [0.3-1.3] 0.9 [0.4-2.5] 0.6 [0.5-0.8]

3/3 1 Référence 1 Référence 1 Référence 1 Référence

2/4 1.8 [0.4-8.1] 3.2 [0.9-11.6] 2.4 [0.4-15.4] 2.6 [1.6-4.0]

3/4 1.1 [0.7-1.8] 2.2 [1.3-3.4] 5.6 [3.9-8.0] 3.2 [2.8-3.8]

4/4 5.7 [2.3-14.1] 2.2 [0.7-6.7] 33.1 [13.6-80.5] 14.9 [10.8-20.6]
OR : Odds ratio ; IC 95 % : intervalle de confiance à 95 %. (ε3/ ε 3 est pris comme

référence).

L’impact de l’allèle ε4 est plus élevé chez les Japonais mais beaucoup plus faible pour

d’autres ethnies, voire difficilement observable par exemple dans des populations

Hispaniques. Chez les africains du sud de Sahara, des études ont montré une absence

d’association de l’allèle ε4 avec la MA (Tableau XI).

Ces variations sont probablement expliquées à la fois par un patrimoine génétique et

des facteurs environnementaux différents, qui sont mal documentés [384].

4.4.4. Répartition selon le nombre de copies

Tableau XII : réparation selon le nombre de copies de l’apoE

ALZ T %ALZ %T OR P

0 30 103 22.5 77.5

1 27 20 57.4 42.6 4.64 < 0.001

1+2 33 21 61.1 38.9 5.40 < 0.001

2 6 1 85.7 14.3 20.6 < 0.001

0= 3/3 + 2/3; 1=2/4 + 3/4; 1+2= 2/4+3/4+4/4; 2=4/4

Après ajustement du sexe et de l’âge, les OR des sujets avec une ou deux copies de

l’allèle ε4 étaient de (5.40),  Les OR des sujets hétérozygotes de  (4.64), et des homozygotes

de 20.6.
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Ainsi le risque est plus élevé pour les sujets porteurs de deux allèles ε4 que pour les

porteurs d'un seul allèle. Indiquant qu’il existe un effet-dose, associé à cet allèle.

Cette effet-dose, est retrouvé dans plusieurs études, dans lesquelles le risque de

développer la MA est augmenté de 2 à 3 fois pour les porteurs d'un allèle ε4 est de l'ordre de

10 à 15 fois pour les porteurs de deux allèles ε4 [385].

Plusieurs études ont prouvés que l’expression des allèles du gène APOE n’est pas

similaire chez les patients et les témoins. Chez les malades de génotype ε3/ε4, on note une

augmentation relative de l’expression de l’allèle ε4 par rapport à l’allèle ε3, de l’ordre de 1,5

fois supérieure à ce qui est observé chez les témoins de même génotype [384]. Ces

observations indiquent qu’outre les variations qualitatives du gène de l’APOE, des variations

quantitatives de l’expression des allèles de l’APOE représenteraient aussi un déterminant.

Les données obtenues à partir des souris transgéniques APP717 exprimant 0, 1 ou 2

copies du gène de l’APOE suggèrent qu’une variation de l’expression de l’APOE chez

l’homme serait un déterminant de l’étiologie de la maladie d’Alzheimer. Cette observation est

particulièrement intéressante puisque, chez l’homme, en ne tenant compte que de la seule

combinaison des allèles ε2, ε3 et ε4 et d’autres marqueurs génétiques localisés sur le locus de

l’APOE, on peut mieux définir des sous populations à risque [363].

La découverte de nouveaux polymorphismes dans le promoteur du gène de l’APOE (-

491 A→T, -427 C→T et -219 G→T), capables de moduler le risque de développer l’affection

renforce cette hypothèse [386].

Si la plupart des études s’accordent sur l’association de ces polymorphismes à la

maladie d’Alzheimer, la controverse réside dans l’origine de cette association : provient- elle

uniquement du déséquilibre de liaison de ces polymorphismes avec l’allèle ε4, ou ceux-ci

jouent-ils un rôle indépendamment de cet allèle, Une méta-analyse  regroupant plus de 3 800

sujets suggère des effets propres de ces polymorphismes [387].

En outre, ces polymorphismes ont une traduction fonctionnelle et modulent

l’expression de l’APOE comme le suggèrent à la fois des études in vivo et in vitro [388, 389].

Les mécanismes par lesquels ces polymorphismes entraînent la variation de l’expression de

l’APOE ne sont pas élucidés. Il a été  observé que ces polymorphismes sont corrélés à la

quantité de dépôts amyloïdes dans le cerveau de patients atteints de maladie d’Alzheimer,

leurs effets étant indépendants du génotype ε2/ε3/ε4 [390]. De même, dans le tissu cérébral de

témoins, le nombre de plaques séniles dans deux régions de l’hippocampe (CA1 et subiculum)

augmente de façon significative pour les individus de génotype -219 TT, bien qu’il soit

difficile de déterminer si cet effet est indépendant ou non de l’allèle ε4 [391]. Néanmoins, ces
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données confirment la validité de l’association entre expression de l’APOE et quantité de

dépôts amyloïdes dans le tissu cérébral humain.

Et selon plusieurs études la maladie apparaît plus tôt chez les sujets porteurs de deux

allèles ε4 (âge moyen de début de la maladie = 75 ans) que chez ceux qui n'en possèdent

qu'un (80ans) ou aucun (85 ans). Le risque associé à l'allèle ε4 est moins important avant 60

ans et après 80 ans [385].

Cet impact de l’allèle ε4 sur la MA ne semble apparent qu’entre 40 et 90 ans et

diminuerait après 70 ans. Cet allèle n’aurait aucun impact sur le risque de développer

l’affection pour des individus d’âge très avancé, même si la pénétrance du génotype ε4/ε4

semble complète à 90 ans [384].

Dans une étude néerlandaise (Rotterdam Study) [308] Les relations entre démence et

athérosclérose viennent d'être étudiées suggérant un phénomène d'interaction entre

athérosclérose et Apo E dans la maladie d’Alzheimer. Le risque de maladie d'Alzheimer est

multiplié par 4 chez les sujets porteurs d'au moins un allèle ε4 et ayant une athérosclérose,

alors que le risque associé à chacun de ces éléments considéré séparément est faible [378].

Le profil cognitif en fonction du statut de l’apo E a fait lui aussi  l’objet de plusieurs

études chez les patients souffrant de MA, mais aussi chez les sujets cognitivement normaux.

Parmi ces études celle de Lehtovirta et al. En 1996 [392], qui ont mis en évidence une

détérioration mnésique plus importante chez les sujets homozygotes ε4, qui contraste avec des

fonctions verbales mieux préservées et ce quel que soit l’âge de survenue des troubles. Ce qui

est en faveur d’une préservation relative du fonctionnement frontal.

Smith et coll., se sont aussi intéressés à l’influence du génotype de l’apoE sur le

«phénotype » cognitif de patients souffrant de MA et de DCL [393]. Ils mettent en évidence

une relation entre la présence de l’allèle ε4 et l’importance de la détérioration mnésique chez

ces patients souffrant de MA et de DCL. Ils concluent à une possible répartition des lésions

cérébrales variable en fonction du statut de l’apoE.

Néanmoins, la présence de l’allèle ε4 serait un facteur de risque des démences de type

frontal [394]. Pourtant, la distribution des apolipoprotéines E dans le cortex cérébral des

patients souffrant de MA serait très hétérogène, avec des concentrations maximales dans le

cérébellum et des concentrations minimales dans le cortex frontal.

La compréhension de la fonction de l’apoE dans le SNC est primordiale pour

appréhender son implication dans le maintien de l’intégrité du cerveau au cours du

vieillissement mais aussi dans la maladie d’Alzheimer où son mécanisme d’action reste

controversé. L’ensemble des résultats montre qu’il est important d’élucider le rôle
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extracellulaire mais aussi intracellulaire de l’apoE sur les neurones et en particulier de

déterminer son action sur le cytosquelette [395].

Corder et col ; Growdon et col ; Kurz et col ; Blacker et col ; Murphy et col, on

constaté  que le phénotype de la MA ne diffère pas entre les porteurs et les non porteurs de

l’ε4, d’autres retrouvent que les sujets porteurs de l'allèle ε4 auraient, à âge de début égal, une

évolution clinique plus lente et moins grave que les non-porteurs [385]. Ce résultat doit être

confirmé dans des études prospectives sur des cas incidents de la maladie d'Alzheimer.

Ainsi l’allèle ε4 est un facteur de risque majeur de la MA. Mais la similitude clinique

et cognitive entre porteurs et non porteurs de l’ε4 indique l’influence d’autres facteurs

génétique et environnemental  dans le phénotype de la MA.

4.5. MTHFR et la mutation C677T
Les fréquences génotypiques de la MTHFR (CC/CT/TT) et les allèles (C/T) étaient de

42.7/46.8/10.5 et 66/34% dans le groupe témoins, et 30.2/49.2/20.6 et 54.8/45.2% dans le

groupe MA, respectivement.

Tableau XIII : Répartition des fréquences génotypiques et alléliques de la
MTHFRC677T chez les sujets témoins et les sujets MA.

Témoins MA

n % n % P

CC 53 42.7 19 30.2 ns

CT 58 46.8 31 49.2 ns

TT 13 10.5 13 20.6 ns

C 164 66 69 54.8 ns

T 84 34 57 45.2 ns

Le tableau XIII, montre que 20.6% patients MA étaient homozygotes (TT) pour la

MTHFR et 49.2% étaient hétérozygotes (CT), alors que pour les témoins on retrouve  10.5 TT

et 46.8 CT. Il n'y avait aucune différence statistiquement significative dans la distribution des

allèles et des génotypes chez les patients MA comparés aux témoins.
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La distribution des allèles et des génotypes de la MTHFR C677T dans la maladie

d'Alzheimer avec et sans l'allèle ε4 est représentée sur le (tableau XIV). Aucune différence

significative des allèles de la MTHFR C677T et des fréquences génotypiques dans la MA

entre les porteurs et non porteurs de l’allèle d'APOE ε4 n'ont été détectées dans tous les

échantillons. La fréquence de l’allèle T et la distribution des génotypes TT dans les MA

n'étaient pas significatif (T vs. C : Chi2 = 0.01 p = 0.97 ; TT vs. CC + CT : chi2 = 0.65, p =

0.41) dans les sous-groupes d'APOE ε4 (+).

Tableau XIV: Distribution des allèles et des génotypes de la MTHFR C677T dans la MA.

Fréquences

alléliques et

génotypiques

MA APOE ε4(+) MA APOE ε4(–) Chi2 p

CC 08 (24.2%) 10 (33.3%)

CT 19 (57.6%) 12 (40.0%)

TT 06 (18.2%) 08 (26.7%) 0.65 0.41

C 35 (53%) 32 (53.3%)

T 31 (47%) 28 (46.7%) 0.01 0.97

APOE ε4 (+): sujets qui possèdent 1 ou 2 copies d’allèle ε4; APOE ε4 (−): sujets qui ne possèdent
pas l'allèle ε4.

La combinaison MTHFR/TT et génotype ε4/ε4 a été trouvé chez deux malades

uniquement parmi les 63 MA. Nos données sont en défaveur d’une association entre la

mutation de la MTHFR C677T et la MA. Cette recherche sur nos 63 patients est en accord

avec trois études ayant abordé la liaison MTHFR-ApoE (45 patients MA dans Zuliani et

collègues [396] ; 49 patients MA en Chapman [397] ; et 140 patients MA dans Regland

[398]). Bien qu'une étude confirme l'association entre la mutation de la MTHFR C677T et la

démence vasculaire [399]. Seripa et coll. n'ont trouvé aucune différence dans la distribution

du polymorphisme de la MTHFR entre les cas de MA et des témoins âgés dans la cohorte

américaine et la cohorte italienne [400]. Religa et coll. ont constaté que l'homocystéine

plasmatique totale est augmentée chez les patients MA et dépendante du génotype de la
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MTHFR T/T (homozygote pour la mutation) en présence des niveaux foliques bas ; cependant

la distribution du polymorphisme de la MTHFR C677T dans la population polonaise ne

diffère pas dans l'MA et les témoins [401].

L’hétérogénéité de distribution du polymorphisme C677T est de cause multifactorielle

et illustre bien les interactions gène-environnement. Son effet sur l’homocystéine dépend de

l’état nutritionnel, des modalités de préparation des aliments (la cuisson prolongée détruit les

folates et les rend inactifs) et de l’absorption intestinale des folates (diminuée dans les

maladies infectieuses). L’alimentation au Maghreb, de type méditerranéen est bien fournis en

folates ; en effet, les apports quotidiens ont été estimés à 300-400 mg et sont largement

suffisants pour les besoins de l’organisme [402]. Ceci peut être un facteur protecteur des

effets morbides du polymorphisme étudié.

Une analyse, portant sur 6 000 individus, a indiqué que le génotype 677TT cause une

augmentation de 70 % du risque de dépression [307]. Des travaux sur la démence et le déclin

cognitif léger ont permis de constater qu’il existe une augmentation des taux d’homocystéine

plasmatique chez un nombre significatif de patients [307]. Puisque la démence est

caractérisée, entre autres, par un affaiblissement des vaisseaux sanguins qui irriguent le

cerveau, le variant 677T représente donc un facteur de risque potentiel. Le lien entre le

polymorphisme et la démence d’origine vasculaire ou encore la maladie d’Alzheimer n’a

toutefois pas été clairement établi [18].

Une étude sur des souris dont le gène Mthfr est inactivé [403] provoque une altération

de l’expression de plusieurs gènes du cerveau [404] et une augmentation de l’apoptose a été

observée dans le cervelet [405].

4.6. Etude des autres facteurs de risque
Parmi les facteurs de risque nous avons pris en considération les plus connus et les

plus quantifiables à savoir : le niveau d’éducation, le tabagisme le diabète, HTA, et l’alcool.

4.6.1. Le niveau d’étude

68.2% de nos malades sont des analphabètes suivi par 28.6 % avec un niveau primaire,

et seulement 3.2% avec des niveaux secondaires et supérieurs,  ces résultats montrent que le

niveau d’éducation semble jouer un rôle important dans le risque de survenue de la MA. Les

personnes n’ayant pas poursuivi une longue scolarité (Analphabète, Primaire) sont plus

exposés à la maladie.
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Tableau XV: représentant le nombre et le % des malades selon leur niveau

d’étude

MA %

Aucun 43 68.2

Primaire 18 28.6

Secondaire 1 1.6

Supérieur 1 1.6

La plupart des études trouvent qu’un niveau d'éducation élevé paraît un facteur

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

nécessitent la planification des tâches et l’initiative (jardiner, voyager, bricoler, tricoter)

paraissent associées à un risque moindre de démence alors qu’aucun lien n’a pu être mis en

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

L’activité physique permettrait également de réduire les risques de développer la maladie

d’Alzheimer.

Figure 31 : répartition des malades selon leur niveau d’étude.

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

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

d’éducation ou catégorie socioprofessionnelle et un risque accru de maladie d’Alzheimer,
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même si certains auteurs ne retrouvent pas d’association. A lésions cérébrales égales, les

symptômes cliniques de la maladie pourraient apparaître plus précocement chez les personnes

ayant un bas niveau d’étude.

Dans l’étude Paquid, il a été montré que ce qui différenciait les sujets était l’obtention

ou non du certificat d’études primaires, et les sujets n’ayant pas atteint ce niveau présentaient

un risque accru de développer une démence (RR = 1,83) et/ou une maladie d’Alzheimer (RR

= 1,81) [352].

Il est intéressant de noter que cet effet du niveau d’éducation n’explique pas le risque

accru de maladie d’Alzheimer chez les femmes âgées de plus de 80 ans, puisque, dans cette

génération, le niveau d’étude des femmes était beaucoup plus faible que celui des hommes.

Les sujets ayant atteint le certificat d’études pourraient avoir une capacité de réserve

cérébrale leur permettant de mieux résister à la maladie, et d’en différer ainsi de 4 à 5 ans

l’expression clinique.

Les occupations à l’âge adulte ne semblent pas jouer un rôle déterminant

contrairement à celles effectuées durant l’enfance et l’adolescence.

4.6.2. Les traumatismes crâniens

Parmi nos malades, 13 sujets soit (20.6%) présentent des antécédents de traumatismes

crâniens. Alors que 5.6% des témoins ont subi un traumatisme. Nous retrouvons une

différence significative (p<5%)

Tableau XVI: Fréquence des traumatismes crâniens chez les malades et les témoins

MA Témoins p

n % n %

TC 13 20.6 7 5.6 <5%

L’association entre démence et traumatisme crânien est largement controversée.

Plusieurs  études ont mis en évidence un risque augmenté de maladie d’Alzheimer chez les

sujets ayant des antécédents de traumatismes crâniens [406], d’autres n’ont pas retrouvé cette

association [407].

Selon l'analyse européenne, le risque de maladie d'Alzheimer est multiplié par 1,8 chez

les sujets ayant un antécédent de traumatisme crânien avec perte de connaissance survenu au

moins un an avant le début de la démence.
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En 1995, Mayeux et coll. [408] ont montré qu'un antécédent de traumatisme crânien

ne serait facteur que chez les porteurs de l'allèle E4, la superproduction de protéine B

amyloïde et d'interleukine 1 après un traumatisme crânien pouvant être le mécanisme

biologique de cette association.

En revanche, dans une étude publiée en 1997 [409], le phénotype de l'Apo E ne

modifie pas le risque de maladie d'Alzheimer associé aux antécédents de traumatisme crânien.

Les résultats obtenus à partir des données d’incidence en population des études

Eurodem et de Rotterdam [410], n’ont pas retrouvé d’association significative entre

traumatisme crânien et risque de maladie d’Alzheimer ou de démence, ni d’interaction entre

traumatisme crânien et apolipoprotéine E [406].

4.6.3. Dépression

Parmi nos 63 malades 39.6%  présentent des antécédents de dépression. Résultats qui

nous permet d’envisager que des antécédents de dépression peuvent augmenter le risque de la

MA (p<0.001).

Tableau XVII: Fréquence de la dépression chez les malades et les témoins.

MA Témoins p

n % n %

Dépression 25 39.6 9 7.2 < 0.001

Cette association entre dépression et Alzheimer est confirmée par plusieurs études

avec un risque de 1,16 à 3,50 pour les études cas-témoins et de 1,08 à 3,20 pour les études de

cohorte [411].

Mais Selon Tony Jorm [411] dans une revue de la littérature, sur l’association entre

dépression et démence, l’auteur pose le problème de l’interprétation de cette association.

Selon lui, six hypothèses sont envisageables :

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

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

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

(4) la dépression est réactionnelle à des troubles cognitifs précoces ;

(5) la dépression abaisse le niveau de détection de la démence (cognitif ou fonctionnel)

(6) la dépression est un facteur causal de la démence.
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Les quatre dernières hypothèses paraissent les plus crédibles selon Tony Jorm. Cette

discussion est exemplaire et pourrait s’appliquer à beaucoup de facteurs de risque.

4.6.4. Etude des autres facteurs de risque vasculaires dans la MA

On connaît maintenant l'importance grandissante des facteurs vasculaires dans la

maladie d’Alzheimer.

Figure 32 : fréquences des autres facteurs de risque

Casserly et Topol ont mis en évidence que la maladie d'Alzheimer et l'athérosclérose ont en

commun des origines génétiques et des facteurs de risques environnementaux, comme l'Apo

E, l'hyperhomocystéinémie, le diabète, l'hypertension, le tabagisme, l'inflammation,

l'augmentation de la masse grasse et l'obésité [311].

Des données récentes suggèrent l’existence d’un lien entre le métabolisme du

cholestérol et une susceptibilité à développer une MA. Kivipelto M et al, dans une étude

prospective, ont mis en évidence que les sujets présentant une pression artérielle systolique

élevée (≥160mmhg) ou un taux sérique de cholestérol augmenté (≥ 6,5 mmol/l) à l’âge mûr

ont une probabilité significativement plus élevée de développer ultérieurement une MA, et ce

même après ajustement de l’âge, de l’indice de masse corporelle, du niveau socioculturel, des

événements cardio-vasculaires et de la consommation d’alcool ou de tabac, par rapport aux

sujets ayant une pression systolique normale (OR 2,3 ; IC 95% 1,0-5,5) ou un taux de

cholestérol normal (OR 2,1 ; IC 95% 1,0-4,4). Les patients présentant ces deux facteurs de
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risque au cours de l’âge mûr avaient un risque plus élevé de développer une MA que ceux

ayant uniquement l’un des deux (OR 3,5 ; IC 95% 1,6-7,9) [314]. Il y a quelques pistes

épidémiologiques mais cependant peu de preuves cliniques sur le fait qu’un taux sanguin de

cholestérol bas puisse retarder l’apparition d’une MA. Deux études observationnelles ont

rapporté un effet protecteur des statines sur l’incidence de la MA. L’une était une analyse

transversale [412] et l’autre une étude de type cas-témoin nichée dans une cohorte [413].

Les statines modifient le métabolisme du cholestérol et diminuent également le taux de

A béta (peptide béta amyloïde) dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). Une étude allemande

randomisée, en double aveugle, contre placebo, a évalué l’effet d’une prise quotidienne de 80

mg de simvastatine sur 26 semaines chez des patients atteints de MA. Elle a mis en évidence

une diminution significative du taux de A-béta 40 dans le LCR des patients atteints d’une MA

à un stade modérée. Cette réduction de l’Abéta 40 était corrélée à la diminution de 24S-

hydroxycholestérol. Ces modifications n’étaient pas retrouvées chez les patients aux stades

plus sévères de la maladie [414].

Une étude longitudinale suivant 1138 sujets âgés initialement non déments a montré

que les patients présentant des facteurs de risque cardiovasculaires comme le diabète,

l'hypertension, les pathologies cardiaques et le tabagisme sur une période de plus de 5,5 ans

étaient plus à risque de développer une maladie d'Alzheimer. Avec un seul facteur de risque

vasculaire, le risque relatif était de 1,7 (IC 95%: 1,1-2,4) et ce résultat augmentait avec le

nombre de facteurs de risques cardiovasculaires : 2,6 (IC 95%: 1,6-3,9) pour deux facteurs de

risque et 3,4 (IC 95: 2,1-5,7) pour trois ou plus. Alagiakrishnan et al. dans leur revue de la

littérature ont souligné le lien probable entre la prise en charge adaptée des facteurs de risque

cardiovasculaires et la prévention ou le ralentissement de la progression de la démence [415].

4.6.4.1. Le tabagisme et l’alcool

Le tableau montre la fréquence des alcooliques et des fumeurs témoins et malades.

Tableau XVIII : fréquence des fumeurs et alcooliques chez les malades et les témoins

MA Témoins p

n % n %

Fumeurs 20 31.7 12 9.6 < 1%

Alcool 4 6.3 6 4.8 ns
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4.6.4.1.1. Le tabagisme

Dans notre groupe malade les fumeurs sont en nombre de 20 soit 31.7 % seulement

contre 68.3% de non fumeurs. Ces résultats sont en désaccord avec différentes études

épidémiologiques semblent attribuer au tabagisme un rôle protecteur vis-à-vis de la maladie

d’Alzheimer. Plusieurs études cas témoins ont observées que le risque de maladie

d'Alzheimer semble être  réduit chez les fumeurs.

Une analyse européenne du rôle du tabac dans la maladie d'Alzheimer montre un

risque de maladie inférieur de 20 % chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs.

Des hypothèses biologiques pourraient renforcer cette observation, des liens entre

nicotine, récepteur nicotinique et maladie d'Alzheimer ayant été décrits. Cependant, de

nombreuses difficultés méthodologiques imposent la prudence dans les conclusions.

Pour ce facteur, qui est prédictif de mortalité, l'emploi du terme " protecteur " doit

rester très réservé [416].

4.6.4.1.2. Alcool

Dans cette étude, 4 malades (6.3%) seulement  était des consommateurs d’alcool

contre 93.7% qui n’ont jamais consommait.  Nos résultats ne semblent pas concorder avec

plusieurs études qui trouvent que des consommations modérées d'alcool sont reconnues

comme protectrices contre la maladie d’Alzheimer.

Un tel effet été mis en évidence pour les démences et la maladie d'Alzheimer dans

l'étude PAQUID. Une consommation modérée de vin (2 à 4 verres de vin par jour) est

associée à un risque moindre [417].

Les données de l’étude Paquid ont été analysées une seconde fois par un

épidémiologiste américain reconnu [418] en tenant compte de tous les facteurs d’ajustement

possibles inclus dans les données de la cohorte, en particulier les performances cognitives

initiales, ainsi que de la technique d’échantillonnage : les résultats se sont révélés identiques.

Dans une autre population française de 60 à 70 ans (étude EVA), dont les sujets sont

indemnes de toute démence, une consommation modérée d'alcool est associée à de meilleures

performances cognitives, uniquement dans la population féminine [419].

Ces résultats ont été confirmés par la cohorte de Rotterdam, et il semble que ce soit

non la consommation de vin mais plutôt celle d’alcool qui intervienne [420].

Dans d’autres études comme celle des chercheurs du Mount Sinaï Hôpital de Miami

Beach (États-Unis) qui se sont penchés sur 938 personnes de plus de 60 ans chez qui venait

d'être diagnostiquée une probable maladie d'Alzheimer. Ils ont ensuite interrogé la famille
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(conjoint, enfants) pour évaluer la consommation de tabac et d'alcool au cours de la vie. Ils

ont ainsi pu observer que les buveurs réguliers (au moins trois verres par jour) souffraient

d'une maladie d'Alzheimer en moyenne 4,8 ans plus tôt que ceux qui ne buvaient pas ou peu.

De même les gros fumeurs (plus d'un paquet de cigarettes par jour) étaient atteints de la

maladie 2,3 ans plus tôt que les non-fumeurs. Pour ceux qui avaient l’allèle e4

apolipoprotéine E, la maladie commençait 3 ans avant les autres [421].

Quant à ceux à la fois, fumeurs, buveurs, et porteurs de l’allèle e4, ils développaient la

maladie 8,5 ans plus tôt que ceux qui échappaient à ces trois facteurs de risque. Les personnes

qui étaient dans le premier cas de figure ont été atteintes d'Alzheimer à 68,5 ans, contre 77 ans

pour les seconds [421].

Selon plusieurs auteurs la consommation d‘alcool, aiguë ou chronique, interfère avec

le fonctionnement cérébral. En dehors des états confusionnels liés aux intoxications aiguës ou

au sevrage, l‘intoxication éthylique chronique est responsable de nombreux syndromes

neuropsychiatriques : déficits cognitifs d‘intensité variable pouvant réaliser un tableau

démentiel, encéphalopathie de Wernicke, syndrome de Korsakoff, maladie de Marchiafava

Bignami et atrophie cérébelleuse [422].

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

formellement à un lien de causalité.

4.6.4.2. Le diabète

Notre étude révèle que 28.5 % des malades sont diabétiques.

Tableau XIX: fréquence du diabète chez les malades et les témoins.

MA Témoins p

n % n %

DNID 18 28.5 15 12 < 1%

Des études épidémiologiques et immunohistochimiques attirent l'attention sur la

contribution des glucides à la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer. Ainsi Plusieurs

études convergent pour démontrer que le diabète accroît le risque de développer une maladie

d'Alzheimer.

Des produits terminaux de glycation ont été détectés dans les plaques séniles

extracellulaires qui contiennent des agrégats de protéines amyloïdes et dans les

enchevêtrements neurofibrillaires à l'intérieur du cytoplasme des neurones [199].
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Dans  la  Rotterdam Study qui a  porté sur plus de 6 000 personnes âgées de 55 à 99

ans, [420], Le DNID  double pratiquement le risque de maladie d'Alzheimer.

La Honolulu-Asia Aging Study a également mis en évidence que le diabète était

associé à la maladie d'Alzheimer et que cette association était particulièrement forte avec les

patients porteurs de l'allèle e4 de l'apolipoprotéine E [188].

Jusqu'à présent, il n'a pas été mis clairement en évidence que les traitements du

diabète puissent diminuer l'incidence de la maladie d'Alzheimer. Deux études d'intervention

ont néanmoins suggéré qu'une prise en charge optimale de la glycémie pouvait améliorer les

fonctions cognitives de patients diabétiques [423].

Notre étude retrouve une différence significative indiquant une relation probable entre

DNID et MA.

4.6.4.3. L’hypertension artérielle (HTA)

Parmi nos 63 malades (41.3 %)  sont  hypertendus.

Tableau XX : fréquence  de l’HTA chez les malades et les témoins.

MA Témoins p

n % n %

HTA+ 26 41.3 39 31.5 ns

Cette relation entre l’efficience cognitive et les valeurs de pression artérielle ont fait

l’objet de nombreux travaux.

Notre étude montre que l’HTA est plus fréquente chez les malades, cependant il

n’existe pas de différence significative.

Une étude récente menée chez 700 sujets âgés présentant déjà une maladie

d’Alzheimer indique une aggravation plus importante des troubles cognitifs chez les

hypertendus que chez les normo-tendus (Odds ratio = 1,6, IC 95 % = 1,0-2,7) [424].

Les études longitudinales sont les plus informatives puisqu’elles étudient le

retentissement de l’hypertension chronique sur les fonctions cognitives. Leurs résultats sont

concordants et la plupart d’entre elles indiquent un lien entre l’hypertension et l’altération

cognitive. En particulier, l’hypertension à l’âge moyen de la vie est un paramètre fortement

prédictif d’une détérioration cognitive ultérieure.

Ainsi, plus la pression artérielle initiale est élevée, moins bon est le fonctionnement

cognitif ultérieur.
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Dans l’étude de Framingham [424], les fonctions cognitives sont corrélées de façon

négative aux valeurs initiales de pression artérielle systolique et diastolique mesurées 12 à

14 ans plus tôt.

La Honolulu-Asia Aging Study [425] retrouve une augmentation significative du déclin

cognitif après 25 ans de suivi (RR = 2,45, IC 95 % = 1,42-4,25) chez les hypertendus en

comparaison aux normo-tendus.

Des données similaires ont été notées dans la cohorte d’Uppsala [426] : les fonctions

cognitives évaluées à l’âge de 70 ans sont moins bonnes chez les patients dont les pressions

artérielles sont élevées à l’âge de 50 ans.

En France, l’étude EVA [427] a montré un risque de déclin cognitif augmenté par 2,8

(IC 95 % = 1,6-5,0) chez des hypertendus âgés au terme d’un suivi de seulement 4 ans.

Un travail récent portant sur une analyse de 10963 sujets de la cohorte ARIC [428] a

retrouvé la même corrélation entre la présence d’une hypertension artérielle et la survenue

d’une altération cognitive 6 ans plus tard.

L’hypertension expose non seulement au risque de déclin cognitif, mais aussi au

risque de démence toutes causes confondues. Une relation est retrouvée entre la pression

artérielle mesurée à l’âge de 70 ans et l’incidence de la démence (vasculaire ou Alzheimer) 9

à 15 ans plus tard [312].

Ainsi, les valeurs de pression artérielle à l’âge de 70 ans sont plus élevées chez les

patients qui vont développer une démence entre 79 et 85 ans, en comparaison à ceux qui ne

développent pas de démence. Plusieurs autres travaux ont démontré une augmentation du

risque de démence chez les hypertendus en comparaison aux normo-tendus.

Une récente étude franco australienne suivant 1241 sujets âgés hypertendus, a montré

que le traitement antihypertenseur était associé à un risque plus faible de MA (OR- 0,58 ; IC

95% 0,42-0,81). Les inhibiteurs calciques notamment étaient associés à une diminution du

risque d’apparition d’une MA [429]. Dans notre étude (41.3%) de nos malades sont

hypertendus, ce résultat nous permet de suggérer une corrélation entre HTA et la MA.

4.6.4.4. L’obésité

Notre étude ne montre pas de lien entre l’obésité et la maladie d’Alzheimer
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Tableau XXI : fréquence  de l’obésité chez les malades et les témoins.

MA Témoins p

n % n %

< 25 33 52.4 78 62.9 ns

<Surpoids 20 31.7 28 22.6 ns

Obésité 10 15.9 18 14.5 ns

Cependant, à l'occasion de la Conférence Internationale de l'Association Alzheimer

sur la Maladie d'Alzheimer (AAICAD) qui s'est déroulée à Honolulu, des chercheurs de

l'Institut Karolinska ont présenté leur recherche sur le gène FTO (Fat Mass and Obesity

associated), associé à l'obésité simple et morbide, et son implication dans la contraction de la

maladie d'Alzheimer et de la démence. Selon leurs études, le risque augmenterait avec la

présence de ce premier gène et d'un second appelé APOE (Apolilpoprotein E) déjà connu

pour son rôle dans la maladie [430].

Le gène FTO affecte l'indice de masse corporelle, le niveau de leptine, parfois appelée

"hormone de la faim" ainsi que le taux de diabète. Ces facteurs de risque cardiovasculaire sont

aussi associés à la maladie d'Alzheimer.

Les chercheurs ont suivi 1003 personnes âgées de plus de 75 ans pendant 9 ans en

ayant pris soin de relever la présence ou non des deux gènes FTO et APOE et la corrélation

est importante. Cependant, l'un des points encore non éclaircis repose sur l'indépendance des

deux risques. Le mécanisme qui associe le gène FTO à la maladie d'Alzheimer et à la

démence peut être différent de son implication dans l'obésité, rapporte Caroline Graff de

l'Institut Karolinska.

Ces premiers résultats, qualifiés de "fascinants" par Maria Carrillo, directrice des

relations scientifiques et médicales à l'Association Alzheimer, requièrent cependant la

confirmation d'autres chercheurs pour être validés.

4.7. Etude du Profil lipidique
Le tableau montre la différence des moyennes des différents paramètres lipidiques

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

On retrouve une différence significative pour le cholestérol et le cholestérol LDL chez les

hommes tandis que pour le cholestérol HDL la différence est présente dans les deux sexes.
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Tableau XXII : Comparaison des  Moyennes des paramètres lipidiques (mg/dl) dans

l'Alzheimer et Chez les témoins

Hommes Femmes
Témoins MA Témoins MA

Chol 175 ± 37 191 ± 37* 182 ± 39 187 ± 39

TG 117 ± 57 129 ± 72 119 ± 67 122 ± 37

C-HDL 44 ± 07 37 ± 08* 47 ± 08 42 ± 08*

C-LDL 110 ± 32 122 ± 29* 115 ± 34 114 ± 34
* : p<0.05

Le lien entre marqueurs biologiques du métabolisme lipidique et risque de maladie

d’Alzheimer est  controversé.

Pendant les 15 dernières années, plusieurs études épidémiologiques suggèrent que des

taux élevés de cholestérol plasmatique peuvent contribuer dans la pathogenèse de la MA,

ainsi, les individus ayant des taux élevés de cholestérol plasmatique, sont plus susceptible de

développer une MA.

Le profil lipidique générale des malades de notre étude concorde avec celui de

plusieurs études, dans lesquelles les patients MA ont des taux élevés de cholestérol

plasmatique total, et du cholestérol-LDL [391], avec de bas niveaux d’HDL [431], en

comparaison avec des témoins du même âge.

Ce profil métabolique (des taux élevés de cholestérol plasmatique et du cholestérol

LDL, et des taux bas du cholestérol HDL) est communément trouvé chez les patients atteints

d’athérosclérose [431].

4.7.1. Le cholestérol

Nos résultats montre une augmentation modeste du taux de cholestérol chez les

hommes malades par rapport aux témoins, on remarque qu’il y a une différence significative

(p<0.05) chez les hommes alors qu’on ne retrouve pas cette différence chez les femmes.

L’association entre le taux de cholestérol total et la MA reste incertaine et demeure un

sujet de controverse, elle est faible dans certaines études et n’est pas évidente dans d’autres.

De ce fait nos résultats sont compatibles avec certaines données bibliographiques et ne le sont

pas avec d’autres.

L'apolipoprotéine E, allèle epsilon 4, qui intervient dans le métabolisme du

cholestérol, est identifiée depuis longtemps comme un facteur de risque génétique de la
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maladie d'Alzheimer. Kivipelto et al., dans une cohorte finlandaise, ont constaté que l'ApoE4

était un facteur de risque indépendant de la maladie d'Alzheimer (MA), même après

ajustement des facteurs de risques vasculaires (OR 2,3 ; IC 95%: 1,1- 4,1). Ils ont mis en

évidence que l'allèle E4 de l'apolipoprotéine E, un taux élevé de cholestérol à l’âge mûr et une

pression systolique élevée étaient des facteurs de risque indépendants de MA [379]. Une

étude a montré que parmi les porteurs du phénotype E4, la consommation, même modérée, de

graisses saturées à l'âge mûr pouvait augmenter le risque d'apparition d'une MA et qu'une

prise en charge diététique pouvait modifier ce risque [432].

Des taux élevés de cholestérol ont été associé à l’augmentation du risque de MA dans

différentes études prospectives et cas témoins.

Ainsi la légère augmentation du cholestérol total que nous avons retrouvé et

compatible  avec plusieurs études, dont celle de Marwan et col, qui ont étudié le profil

lipidique chez 167 malade MA et 27 témoins non déments,  le profil été caractérisé par une

augmentation légère  du cholestérol total, des  LDL et des TG [433].

Une autre étude récente  réalisée en 2006 par K. Hall et col ; sur une population

nigérienne, a retrouvé qu’une augmentation des taux du cholestérol total et des LDL était

associé à l’augmentation du risque de l’MA indépendamment du polymorphisme de l’ApoE

[434].

Une étude de Lesser en 2001 sur une cohorte de personnes d’âge très avancé résident à

une maison de retraite académique, suivit pendant une période de 7 ans et demi, et autopsié

après leurs décès, les personnes avec les taux les plus élevés de cholestérol présentaient un

diagnostic positive  de MA certaine en post-mortem [435].

La plupart des autres études qui ont associé le CT à la MA, ont constaté que c’était

plutôt les taux élevés du CT pendant l’âge moyen et mûr de la vie qui augmentait le risque de

développement de la MA ultérieurement.

Ainsi dans une enquête récente, qui s'est penchée sur 9752 hommes et femmes qui ont

bénéficié d'un bilan de santé entre 1964 et 1973, à l'âge de 40-45 ans et ont ensuite été suivis

jusqu'en 1994, 504 personnes de ce groupe ont été touchés par la maladie d'Alzheimer et 162

d'une démence vasculaire. Les résultats montrent que ceux ayant eu en milieu de vie, les taux

les plus élevés de cholestérol ont 50 % de risque en plus d'être atteint en vieillissant de la

maladie d'Alzheimer par rapport à ceux ayant le taux le plus faible [436].

Une autre étude finlandaise rétrospective a retrouvée cette association entre les taux

élevés de TC à l’âge mûr et l’augmentation du risque de  MA à un âge plus avancé [437].
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Les concentrations plasmatiques élevées de cholestérol ne sont associées que de façon

inconstante au risque d’apparition d’une démence et de la MA [438].

Une méta-analyse récente de sept études épidémiologiques a montré que la prise

d’hypolipémiants, considérés de façon globale quelle que soit la nature pharmacologique de la

molécule, n’était pas significativement associée à une diminution du risque d’apparition d’une

démence [439, 440]. De plus, il a été suggéré que la réduction du cholestérol plasmatique, par

régime et/ou médicament hypolipémiant, était associée à des troubles psychologiques tels que

la dépression ou l’agressivité, pouvant altérer les performances cognitives [441]. En revanche,

la prise de statines représente un facteur protecteur significatif vis-à-vis du risque d’apparition

d’une démence RR = 0,43 [IC95 % 0,31–0,62] [412].

Deux études observationnelles ont rapporté un effet protecteur des statines sur

l’incidence de la MA. L’une était une analyse transversale [412], et l’autre une étude de type

cas-témoin nichée dans une cohorte. Les statines modifient le métabolisme du cholestérol et

diminuent également le taux de A béta (peptide béta amyloïde) dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR).

Une étude allemande randomisée, contre placebo, a évalué l’effet d’une prise

quotidienne de 80 mg de simvastatine sur 26 semaines chez des patients atteints de MA. Elle a

mis en évidence une diminution significative du taux de A-béta 40 dans le LCR des patients

atteints d’une MA à un stade modérée. Cette réduction de l’Abéta était corrélée à la

diminution de 24S hydroxycholestérol. Ces modifications n’étaient pas retrouvées chez les

patients aux stades plus sévères de la maladie [412].

Cette association entre l’hypercholestérolémie et la MA, n’a pas été  retrouvée dans

l’étude cohorte de Framingham en 2003 [442] et par  la Honolulu – Asia Aging Study [443].

En même temps, des études complètements contradictoires de celle qui vient d’être

cité  trouvent que des taux élevés de cholestérol étaient associés à une réduction du risque de

la MA.

Les données de la ILSA « the Italian Longitudinal Study on Aging », qui a étudié une

population de 2963 déments aucune association entre le cholestérol et la progression vers la

démence n’a était trouvée. Néanmoins dans cette étude multivariée, des niveaux élevés

d’éducation et des taux élevés de cholestérol paraient avoir un effet protecteur [437]. Ces

résultats étaient confirmés par de nombreuses autres études prospectives, dans lesquelles une

association inverse  mais légèrement significative été retrouvé, indépendamment du génotype

de l’ApoE [444].
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Ainsi une étude de cohorte prospective et  randomisée mené sur  4316 participants de

plus de 65 ans des taux élevés de cholestérol total étaient associés à la diminution de

l’incidence de MA après ajustement du génotype de l’apoE et les facteurs cardiovasculaires

[441].

Une autre étude de cohorte de Mielke et col (2005), a trouvé qu’une augmentation des

taux de cholestérol à 70, 75 et 79 ans était associée avec une réduction du risque de démence

entre 79 et 88 ans, ainsi des taux élevés de cholestérol à l’âge avancé étaient associés avec la

réduction du risque de démence [445].

Il y a quelques pistes épidémiologiques mais cependant peu de preuves cliniques sur le

fait qu’un taux sanguin de cholestérol bas puisse retarder l’apparition d’une MA.

Mais  d’après ces quatre dernières études il est probable que des taux élevés de

cholestérol puissent avoir un rôle protecteur contre les démences et les DCL, alors que la

plupart des études expérimentales montrent que  des taux élevés de cholestérol accélèrent la

production de l’Aβ dans MA  en modifiant le métabolisme de l’APP et en favorisant son

clivage par la bêta secrétase [446].

Il parait improbable que les mécanismes associer à la protection contre le déclin

cognitive soit en relation avec la cascade amyloïde.

En effet le cholestérol est une molécule essentiel pour plusieurs processus biologiques

ainsi elle peut avoir plusieurs effet bénéfiques comme son rôle de précurseur des hormones

stéroïdien (œstrogène, androgènes et vitamine D) et de maintien de l’intégrité structurale et la

modulation de la fluidité des membranes cellulaires, ainsi qu’il est  un élément essentiel pour

le maintien de l’intégrité synaptique et la neurotransmission [447]. Tous ces processus sont

compromis avec l’âge, et il a été montré qu’ils sont perturbés pendant la MA. De plus, les

études in vitro ont suggéré que le cholestérol agit comme un antioxydant  ainsi il peut avoir un

effet protecteur pendant la pathogenèse des  démences [448], probablement en captant les pro-

oxydant pour créer l’oxystérols, qui sont moins toxiques que les radicaux libres.

4.7.2. Le cholestérol HDL

Notre étude montre une légère diminution des taux du cholestérol HDL (p<0.05) chez

les malades, dans les deux sexes, par rapport aux témoins.

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études, comme celle de  Merched et col,

qui  ont noté que la diminution des HDL sériques était corrélée avec la sévérité de la MA, et

que  des taux élevés de cholestérol HDL étaient associés à une diminution significatif du

risque de démence, ces résultats ont été confirmé par  l’étude PAQUID en France [449].
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Dans une autre étude de Henrike Wolf, en étudiant des patients de 75-85 ans, des taux

bas de cholestérol HDL ont été fortement associé à une atrophie globale et hippocampique, et

un plus grand risque de démence, indépendamment des lésions cérébrovasculaires. Ces

résultats reflètent le rôle central des HDL comme des transporteurs des lipides dans le

cerveau. Des taux sériques élevés peuvent paraître protecteurs contre la démence et la MA

[450].

Nos résultats tendent à confirmer celle de plusieurs autres études épidémiologiques,

montrant une association entre des taux bas de cholestérol HDL et MA. Mais  Les rapports

associant l’HDL au risque de MA sont inconstant.

Ainsi Dans une large étude prospective de cohorte de G. Li et col, les taux de

cholestérol étaient obtenus pendant une période de 5 ans avant l’apparition des démences, les

résultats ont confirmé une importante association entre des taux élevés de TC et d’HDL à

l’âge mûr et  l’apparition d’une démence ou une MA [451].

L’étude de Honolulu (Asia Aging Study) [443] a montré que des taux élevés de C-

HDL à l’âge moyen entre (45 à 60 ans) ou à l’âge mûr, était associé à l’augmentation de la

densité des plaques neutritiques et des dégénérescences neurofibrillaires chez des hommes

américano-asiatiques.

Une étude de  Sabbagh et col de 2004, qui ont examiné le profil lipidique de 153 sujets

MA, a montré qu’une augmentation significative des taux de C-HDL, et des taux plus bas de

TG et de TC  été significativement associé à la MA [452].

4.7.3. Le cholestérol LDL

Nos résultats montent une légère augmentation des taux du cholestérol-LDL p<0.05

par rapport aux témoins et uniquement chez les hommes.

Le rôle et la relation entre les taux d’LDL et la MA non pas était parfaitement clarifié,

plusieurs groupes ont montré qu’une augmentation des LDL était associée à l’augmentation

du risque de MA. D’autres ont obtenue des résultats variables.

Ainsi nos résultats sont en accord avec plusieurs études, comme celle de Yu-Min Kuo

qui, dans une analyse du profil lipidique, et du  polymorphisme de l’apoE de 64 malades MA

confirmé par le diagnostic de certitude en post mortem, et 36 contrôles, les individus avaient

des taux  significativement élevés de C-LDL (P<0.006), comparé au contrôles. Cet

association été indépendante du génotype de l’apoE.

L’étude de Silverman qui a étudié 226 résidents d’une maison de retraite, l’analyse a

trouvée que les sujets MA avait des taux significativement plus élevés de C-LDL p<0.05 par
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rapport  au sujets présentant d’autres types de démences, et par rapport au sujets non déments

[453].

Plusieurs autres travaux ont confirmé que  des taux élevés de C-LDL étaient associés à

l’augmentation du risque de MA comme celle de Lehtonen and Luutonen [454].  Lesser et al

2001[435].

Une étude de Romas et al. 1999 [455] rétrospective de 2 ans, ne retrouve pas

d’association entre LDL, HDL et MA. Une autre étude rétrospective de 7 ans ne retrouve pas

aussi d’association entre des taux de C-LDL et la MA [456, 457].

D’autres études comme celle de Caramelli et al en 1999; Bonarek et col en 2000 n’ont

pas trouvé d’association, et deux études additionnelles de Scacchi et al, 1998 Czyzewski et

col 2001, ont rapporté une association inverse entre le cholestérol LDL et MA, les patients

avaient des taux bas de C-LDL comparé aux témoins avec des démences vasculaires et

d’autres non déments [436].

4.7.4.  Les triglycérides

Dans notre étude  aucune différence entre les niveaux des triglycérides plasmatiques

n’est observée entre malades et témoins.

Nos résultats concordent avec plusieurs études, comme celle Adunsky et al., 2002;

Merched et al., 2000; Reitz et al., 2004; Romas et al., 1999; Suryadevara et al., 2003;

Yoshitake et al., 1995) qui ne retrouvent aucune association entre les taux des triglycérides et

la MA [436].

Alors que des taux élevés de triglycérides étaient rapportés dans quelques études de

patients MA. (Étude de Cankurtaran et col 2005 et Sabbagh et col  2004) [458].

Dans une étude de Kotter l’examen de 75 patients soufrant d’une forme précoce de

MA comparé à une population soufrant de démence vasculaire n’a pas trouvé de différence de

TC entre MA et les démences. Alors que des taux élevés de triglycérides étaient fortement

associés à la démence vasculaire chez les hommes, ces résultats supportent des études

ultérieures associant les TG avec les démences vasculaires chez les hommes [459].

Dans une récente étude de Braydon et col de 2006, qui ont mesuré les taux

plasmatiques de cholestérol et de triglycérides chez 3 modèles de souris transgéniques

présentant  la MA,  les taux de CT n’étaient pas significativement différents entre les souris

sauvages et mutées. Alors qu’une augmentation considérable des VLDL précède la déposition

du peptide amyloïde dans deux modèles de ces souris MA présentant des taux élevés de

peptide amyloïde sérique [460].
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Ainsi La relation entre de profil lipidique et la MA n’est pas encore parfaitement

clarifié, les différents groupes de recherche à travers le monde ont obtenues des résultats

variables et le plus souvent complètement contradictoires. La fluctuation des résultats peut

être due à la difficulté de diagnostic de démence et la variation des moyennes d’âges des

différentes cohortes.  Le tableau XX résume quelques une de ces études.

Malgré que toutes ces études sont contradictoires, il apparait de plus en plus évident

que l’élévation du taux de cholestérol, particulièrement sous sa forme LDL peut  augmenter le

risque et  influencer l’expression de l’MA [461, 462].

Un grand nombre d’études, effectuées sur plusieurs populations à travers le monde ont

tenté  d’investiguer l’influence du génotype de l’apoE sur le statu lipidique sérique et le risque

de la démence, et ont donnés des résultats fluctuants et très controversés.

Notre étude ne  retrouve pas une association significative entre le polymorphisme de

l’ApoE et la variation du profil lipidique, ce qui peut s’expliquer par la taille réduite de

l’échantillon.

Tableau XXIII: Résumé de quelques études associant le profil lipidique et la MA [436, 458 et

461]

Référence Sujets diagnostic Résultats

Jarvik et al. (1995)

Kuusisto et al.
(1997)

Notkola et al.
(1998)

Boston et al.
(1999)

206 cas MA
276 témoins

980 personnes âgées de 69
à 78 ans

(349 hommes, 631
femmes),

De l’ouest de Finlande ;
46 cas MA

444 hommes, de 70–89
ans,

Survivant d’une cohorte
finlandaise d’étude de 7

pays

222 cas MA
34 VaD

MA

MA

Incidence
de

MA

MA

Le début de la MA et plus
précoce chez ceux qui sont
porteurs de l’allèle e4 et des
taux élevée CT.

Des  taux bas de CT était
associés à l’augmentation du
risque de développement de
l’MA ultérieurement
Indépendamment du
génotype de l’apoE.

Des taux élevé de
cholestérol pendant le jeune
âge ou l’âge mure augmente
le risque de développer
l’MA pendant un âge plus
avancé.

Aucune différence dans les
taux de CT n’a été
retrouvée.
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Romas et al.
(1999)

Evans et al. (2000)

Kivipelto et al.
(2001a)

Bonarek et al.
(2000)

Kalmijn et al.
(2000)

Kivipelto et al.
(2002)

140 témoins
1449 sujets caucasien,

afro-américain et
Hispanique

Residents a new-work
Agées 75.8 + 6.4

524 sujets Afro–
Américains

ayant un âge supérieur à
65  ans

1449 sujets âgés de 65 à 79
ans

Etude cas témoin de 334
français âgées tous de plus

de 73 ans  et qui ont
participé l’étude PAQUID

37 cas déments
297 non déments

3734 (80%) âgés  de  71 a
93 ans ayant participé dans

une étude de
cohorte  8006 personnes

d’origine américano-
japonaise

1449 sujets
Agés de 65 à  79 ans

MA

Démence

Incidence
De

démence,
de la MA,
et de DV

Incident
MA

MA

Incidence
de la MA

Des taux bas de CT  sont
associés avec
l’augmentation de
l’incidence de l’MA,
indépendamment du
génotype de l’ApoE.

L’augmentation des taux du
CT été associé avec
l’augmentation du risque de
l’MA dans le groupe non
porteurs de l’allèle e4.
Aucune association n’a été
retrouvée chez les porteurs
de l’e4.

L’augmentation des taux de
TC et la pression artérielle
pendant l’âge moyen   et
particulièrement la
combinaison de ces deux
facteurs augmente le risque
de l’MA.

Aucune augmentation du
TC n’a été détectée. Et
l’augmentation des taux du
HDL-C été associée a une
diminution significative du
risque de démence
indépendamment du risque
de l’apoE.

Après ajustement du sexe de
l’âge du niveau d’éducation,
de l’DCL, aucune
association n’as été
retrouvée entre les taux des
TG et du cholestérol totale
et la MA.

Des taux élevée de TC et
l’augmentation de la
pression artérielle pendant
l’âge moyen augmenté le
risque de développement de
la MA pendant l’âge adulte
Indépendamment du statut
de l’apoE.
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Solfrizzi et al.
(2002)

Tan et al. (2003)

Reitz et al. (2004)

Dufouil et al.
(2005)

Mielke et al.
(2005)

61 cas MA
63 témoins

1026 sujets de l’étude
Framingham

d’âge moyen de  78.1 + 5.3
ans

4316 personnes assistées
médicalement, âgées plus
de 65 ans et résidant au

nord de Manhattan, New
York

Une étude de  cohorte
De 9294 sujets sélectionnés
dans trois villes françaises

Bordeaux, Dijon,
Montpellier

Un totale de 392
individus,

166 hommes est 226
femmes de 70 ans résidant

à  Göteborg in

MA

Incidence
MA

Incidence
MA

Incidence
de la

démence
de la MA
et des DV

Incidence
de

démence

Des taux bas de TC et les
concentrations sérique de
l’apolipoprotéine A était
fortement associé avec
l’augmentation du risque de
l’MA indépendamment de
l’apoE et du sexe.

Le CT été pas associé au
risque de l’MA

Des taux élevée de TC était
associés a une diminution de
l’incidence de l’MA après
ajustement de l’apoE et les
facteurs vasculaires.

Des taux élevée de
cholestérol été associée
l’augmentation des risque de
démence mais de pas de la
MA.

Dans cette étude
longitudinal de 18 ans une
association entre des taux
élevé de cholestérol et la
diminution du risque de
l’MA été observé.

4.8. Insuline, Cortisol et Homocystéine
Nous retrouvons une augmentation significative (p<0.01) de l’insulinémie ainsi que de

l'homocystéine (p<0.05) entre malades et témoins. Par contre on ne retrouve pas de différence

significative concernant le cortisol (tableau XXIV).

Tableau XXIV : Variations de l’insuline, cortisol, et homocystéine

Témoins MA
Insuline (µU/ml) 6.85 ± 6.45 10.1 ± 13.1**

Cortisol (µg/dl) 19.56 ± 13.6 17.13 ± 7.35

Homocystéine (µmol/l) 17.4 ± 8.6 23.8 ± 10.2*

*p<5%, **p<1%
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 Insuline et maladie d’Alzheimer

L'augmentation de l'insulinémie est en accord avec les publications récentes dans ce

domaine d’investigation.

Plusieurs études basées sur la population ont mis en évidence un lien entre le diabète de type 2

et une augmentation du risque de développer une démence, tant la maladie d’Alzheimer que la

démence vasculaire. L’une des études a constaté un risque plus grand pour les personnes

atteintes de diabète de type 2 insulinodépendantes par rapport à celles qui utilisaient des

hypoglycémiants oraux ; ces deux derniers groupes étaient exposés à un risque plus élevé de

MA par rapport aux personnes non atteintes de diabète [186]. Alors que, dans un premier

temps, le lien entre le diabète de type 2 et la démence vasculaire semblait être plus uniforme

que la relation entre le diabète de type 2 et l’Alzheimer [463], une étude récente a révélé des

données plus nettes pour le diabète et l’Alzheimer ‘pur’ [464].

Toutefois, lors du diagnostic, il est difficile de distinguer la démence vasculaire de

l’Alzheimer in vivo. Les données scientifiques suggèrent également qu’une mutation du gène

ApoE, l’allèle ε4 d’ApoE, le principal facteur de risque génétique de la maladie d’Alzheimer,

pourrait avoir un impact plus fort sur le risque de démence chez les personnes atteintes de

diabète. En effet, les conclusions d’études basées sur la population indiquent que les

personnes atteintes de diabète et porteuses de l’ApoE 4 sont les plus susceptibles de

développer la maladie d’Alzheimer par rapport aux personnes non atteintes de diabète et non

porteuses de l’ApoE 4 [465].

Toujours dans le même contexte une étude menée par Fumiko et al (2008), suggèrent

qu’avoir le diabète et l'allèle d'APOE ε4 augmente le risque pour la MA dans une large

mesure que si chaque facteur contribuait au risque d'une manière additive. De même, le risque

pour les MA a augmenté dans ceux avec le diabète et l'APOE ε4, mais ce risque a été

légèrement atténué après ajustement des facteurs de risque cardiovasculaires, race blanche, et

sexe masculin [466].

Une association positive entre le diabète et le risque de la MA a été rapportée par Luchsinger

et Mayeux [467], un rapport récent de l'étude de Framingham a trouvé l'association seulement

dans les sous-groupes spécifiques incluant que les hommes, ceux avec une tension artérielle

systolique plus élevée, et possédant également APOE ε4 [468]. APOE ε4 a été montré, dans

diverses cohortes, de modifier l'association des facteurs de risque cardiovasculaires de la

démence ou du déclin cognitif [308, 469, 470]. Dans un rapport précédent de la cohorte CHS,

Haan et al [470] ont montré qu'une interaction significative entre APOE ε4 et le diabète

augmenté le taux du déclin cognitif mesuré par le MMSE modifié. L'hypertension est un autre
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facteur de risque vasculaire important dans les maladies cardiovasculaires, telle que la

démence, les lésions de la substance blanche, et atrophie de l’hippocampe [312, 313, 471,

472, 473]. L’hypertension contribue également dans la modification de l'association du

diabète avec le déclin cognitif [474], l'atrophie cérébral [475], et la démence [472].

Les modèles animaux de ‘diabète induit’ suggèrent un effet neurodégénératif direct du

diabète. La plupart des études montrent des résultats sur l’hippocampe – la zone associée à

l’apprentissage et à la mémoire et la première structure affectée par la neurodégénérescence

de la maladie d’Alzheimer. Une étude post-mortem a constaté que les personnes atteintes de

diabète, et en particulier les personnes atteintes de diabète porteuses de l’ApoE 4, étaient plus

sujettes aux plaques dans la région hippocampique, à la dégénérescence neurofibrillaire dans

le cortex et dans l’hippocampe et qu’elles étaient plus exposées au risque d’angiopathie

amyloïde cérébrale [188] – qui se caractérise par un dépôt de la protéine associée à

l’Alzheimer sur les parois des vaisseaux sanguins du cerveau. Une étude récente impliquant

plus de 1000 personnes a révélé que les personnes atteintes de diabète étaient plus exposées à

l’atrophie corticale, indépendamment de l’hypertension, du cholestérol total, du tabagisme, de

l’IMC, de la maladie coronarienne et des facteurs sociodémographiques que les personnes non

atteintes de la condition [189].

Il est intéressant de souligner que l’on a récemment découvert que l’obésité

abdominale était davantage associée au risque de démence que l’obésité totale [476]. Même

chez les personnes qui affichent un poids sain, l’obésité abdominale augmente le risque de

démence. Récemment, une étude de cohorte à grande échelle, qui s’est penchée sur l’obésité

en milieu de vie, a révélé des résultats similaires en termes de risque de démence et de

maladie d’Alzheimer [477].

Un modèle expliquant les liens potentiels entre insulino-résistance, hyperinsulinémie

et genèse de la MA a récemment été proposé par l’équipe de Craft [478]. Cette hypothèse ne

s’applique pas forcément à tous les patients atteints de MA. Les conditions favorisantes que

sont l’hyperinsulinisme et l’insulino-résistance se potentialisent et se renforcent

mutuellement.

Le mérite d’un article récent de Farris et al, paru en (2003), d’apporter de nouvelles

données passionnantes sur le rôle de l’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE) (insulisine)

[479]. Il apparaît donc possible qu’un déficit en insulisine peut contribuer à l’apparition

de certaines formes de la maladie d’Alzheimer. D’ailleurs, certaines études

épidémiologiques (mais pas toutes) ont montré que les patients atteints de diabète de type 2

avaient un risque plus élevé de développer une maladie d’Alzheimer indépendamment de
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tout facteur vasculaire. Ces affections sont sans doute multigéniques et un

hypofonctionnement de l’IDE pourrait n’être qu’un facteur de  risque parmi d’autres. Mais

l’association entre IDE et maladie  d’Alzheimer est intéressante quand on pense au rôle

maintenant  bien démontré, au moins chez les rongeurs, des signaux insuliniques ou «

insuline-like » sur le vieillissement [480]. C’est ainsi que des souris femelles, mais non

mâles, dont le gène du récepteur de l’IGF1 a été invalidé, vivent un tiers plus

longtemps que les souris sauvages. De même, la longévité des souris est augmentée de 18

% par l’invalidation du récepteur de l’insuline spécifiquement dans le tissu adipeux.

 Cortisol et maladie d’Alzheimer

Notre étude ne trouve pas de relation entre la MA et le taux de cortisol (tableau XXIV).

Une étude  récente de Chehab et al. (2007), sur le statut hormonal du cortisol et du sulfate de

déhydroépiandrostérone chez une population tunisienne âgée, qui a étudiée l’association entre

cortisol et DHEA-S, d’une part, et l’âge, le sexe, le style de vie, l’état de santé, comprenant

l’indice de masse corporelle (IMC), l’activité physique et les indicateurs de tabagisme, d’autre

part. Dans cette population qui se rapproche de la nôtre, ils ont observé que les concentrations

en cortisol n’ont pas changé avec le vieillissement. Néanmoins, les concentrations du DHEA-

S diminuent avec l’âge chez les deux sexes. Cependant, le rapport cortisol/DHEA-S augmente

avec le vieillissement. Leurs résultats ont indiqué que les niveaux du DHEA-S ne sont

affectés, ni par l’activité physique, ni par le poids. Il s’avère également que le tabagisme

pourrait ne pas affecter le niveau du DHEA-S. Des corrélations ont été trouvées entre DHEA-

S et IMC, puis entre DHEA-S et cholestérol, triglycérides et calcium. Dans leur population, le

vieillissement est associé à un niveau stable du cortisol et un niveau diminué du DHEA-S.

Cependant, un rapport cortisol/DHEA-S élevé accélère l’occurrence de maladies telle que le

diabète, l’athérosclérose, la démence et l’ostéoporose. Généralement, l’insuffisance

adrénaline, marquée par un affaiblissement cognitif, des désordres immunitaires, un

dysfonctionnement sexuel et une dépression, peut être corrigée par un remplacement du

DHEA-S [481].

Dans une autre étude, les auteurs ont montré que les niveaux de cortisol ne sont pas

liés à l'âge mais sont associés à la présence de la démence. Réciproquement, les niveaux de

DHEAS sont liés à l'âge, et ne sont pas associés à la présence de la démence [482]. Des

concentrations du cortisol et de l’ACTH ont été décrites pour être altérées avec l'âge [483] et

dans la MA [484].
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Le cortisol et le DHEAS influence les processus relatifs à l'âge du métabolisme

énergétique, de la distribution des dépôts lipidiques, de la fonction immunitaire, de la

neurodégénérescence et peuvent jouer un rôle important dans le vieillissement humain [485].

Leblhuber et al, (1993), ont montré qu’il se produit chez les sujets normaux une

corrélation négative de DHEAS par rapport à l’âge, alors qu’aucune diminution

significative du taux du cortisol plasmatique n’a été détectée [486]. D’autres études ont

montré que les niveaux de cortisol et ACTH sont très élevés chez les sujets âgés, alors

que d’autres révèlent une rupture de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien présent

dans le syndrome démentiel [487]. Des études précédentes ont montré une relation entre un

rapport élevé de cortisol/DHEAS et les altérations cognitives [485]. Rudman et al. (1990) ont

montré un intervalle normal de DHEAS plasmatique pour une communauté indépendante

d’hommes de plus de 60ans, et des niveaux bas ou inférieurs à la normale dans des résidants

d’une maison de repos [488]. Cette différence peut être attribuée au manque d'activité

physique dans les communautés en maison, et il est important de noter qu'un taux de mortalité

élevé a été associé à des niveaux bas de DHEAS [489].

 Homocystéine et maladie d’Alzheimer

Notre étude retrouve une augmentation de l’homocystéine (tHcy) chez les malades par

rapport aux témoins. Ces résultats corroborent la quasi-totalité des études prospectives

réalisées au cours de la dernière décennie. Ils plaident en faveur du caractère indépendant de

I'homocystéine en tant que facteur de risque de la maladie d'Alzheimer.

D’autre part, une analyse ayant concerné 2611 sujets (l'étude de Framingham) a

montré qu'une augmentation de 5 µmol/l, au delà de 13 µmol/l, de l'homocystéine

plasmatique majore de 40 % le risque d'évolution vers la maladie d'Alzheimer. La même

étude a révélé une évolution parallèle entre le risque accru de démence chez les sujets ayant

un taux élevé en homocystéine plasmatique et celui de la mortalité cardiovasculaire. Les

auteurs ont attribué à ces observations l'existence de liens indirects entre

I'hyperhomocystéinemie et la maladie d'Alzheimer. Ces liens seraient, d'une part,

l’athérosclérose en tant que facteur de risque de démence, et d'autre part, l’homocystéine

responsable d'un effet toxique sur les neurones de l'hippocampe [253].

Beaucoup d'investigateurs ont rapporté des taux plus élevés de tHcy chez les sujets

âgés. Kark et al, ont mesuré les taux plasmatiques moyens d’homocystéine dans une

population juive habitant à Jérusalem. Parmi les personnes âgées de 75 ans et plus, ces taux

étaient de 15.5 et 14.5 µmol/l chez les hommes et les femmes, respectivement [490]. Nygard
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et al, [491] ont étudié 16.176 sujets sains, non-institutionnalisées à Hordaland, en Norvège et

les taux plasmatiques moyens de tHcy trouvés étaient de 12.9 et 11.6 µmol/l parmi les

hommes et les femmes dont l’âge est de 65-67 ans, respectivement. Jacques et al, [492] ont

rapporté les taux plasmatiques moyens de tHcy, qui étaient de 13.0 ± 8.0 µmol/l chez les

hommes et de 11.4 ± 6.5 µmol/l chez les femmes parmi des sujets en bonne santé, âgées de

70-79 ans participant à la troisième enquête nationale d'examen de santé et de nutrition, Etats-

Unis. Clarke et al, [493] dans leur étude cas témoins en Angleterre, a trouvé des taux de tHcy

plasmatique de 15.3 ± 8.4 µmol/l chez les 164 patients MA et 13.2 ± 4.0 µmol/l parmi les 108

témoins. Seshadri et al, [253] trouve qu’un taux d'homocystéine plasmatique supérieur à 14

µmol/l est associé à un doublement du risque de la maladie d'Alzheimer. McCaddon et al,

[494], trouvent également que le tHcy est significativement plus élevé chez les MA que les

témoins. Cependant, Postiglione et al, [495] ne pouvaient pas confirmer ces résultats chez 74

patients MA et 74 témoins en Italie. Aucune association entre le taux plasmatique de tHcy et

le risque de MA n’ont été trouvés chez les sujets résidant à Cleveland, USA, même les taux

aient été plus élevés, mais pas de manière significative, parmi les patients MA comparés aux

témoins [496]. Dans une autre étude à laquelle ont participé 79 patients MA et 156 témoins de

trois villages arabes du nord d’Israël, le tHcy était significativement plus élevé chez les

patients MA (20.6 ± 8.7 µmol/l) que chez les témoins (16.4 ± 6.5 µmol/l) (p=0.03) [497].

Une récente étude Algérienne de Mohamed Makrelouf et al, (2007) sur

l’homocystéine et le génotypage de l’apolipoprotéine E, dont les groupes d'étude sont

composés de 126 sujets âgés de 33 à 79 ans répartis comme suit: diabète (n = 24),

dyslipidémie (n = 23), lupus érythémateux (n = 21), démence de type d'Alzheimer (n = 19),

thrombose veineuse (n = 13), infarctus du myocarde (n = 9) et un groupe témoin (n = 17) a

conclu que l’augmentation de l’homocystéine ne semble pas être influencée par le

polymorphisme génétique de l’apolipoprotéine E. Elle constitue ainsi un facteur de risque

indépendant dans les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives [498].
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5. CONCLUSION
Dans ce travail on a étudié le polymorphisme génétique de l’apoE et la MTHFR sur un

groupe de 124 témoins d’âge moyen de 67,17 et 63 patients remplissant les critères du

diagnostic de M.A probable, d’âge moyen de 73,47.

Le gène de l’apolipoprotéine E constitue le seul facteur de susceptibilité génétique

reconnu. Nos fréquences génotypiques et alléliques confirme l’hypothèse d’un effet délétère

de l’apoE4 par rapport à l’apoE3, cependant, les effets de l’allèle ε4 ne sont souvent mis en

évidence chez l’homme qu’avec un effectif important de patients et les effets demeurent

discrets jusqu’à un âge avancé. En revanche le rôle protecteur de cet allèle ε2 dans la maladie

n’est pas évident et reste à démontrer.

Le lien fort entre l'allèle epsilon4 de l'APOE et de la maladie d'Alzheimer a amené

certains chercheurs à proposer l'utilisation de ce marqueur dans le dépistage de la maladie

d'Alzheimer. Le génotype de l'apoE, peut être considéré comme un complément au diagnostic

clinique de la MA chez les sujets déments, chez lesquels la découverte d'un allèle epsilon4 à

une valeur prédictive positive de 94 à 98 %. Son intérêt est plus grand au début de la maladie

d'Alzheimer, lorsque le diagnostic clinique est moins sûr. Dans ce cas, la découverte d'un

allèle epsilon4 ajoute au moins 5 à 10 % de sûreté au diagnostic.

La mutation C677T du gène de la MTHFR ne montre aucune différence significative

entre les témoins et les MA. Cependant, il y avait une tendance discrète de la présence de

l'allèle T de la MTHFR chez les patients MA ajustés à l'effet de l'allèle ε4, mais ne révèle

aucune association.

En parallèle à ces deux études génétique nous avons contribué à l’évaluation de

certains paramètres physiologiques et biochimiques comme facteur de risque dans la MA

(l’HTA, le diabète, niveau d’étude, les antécédents de traumatismes crâniens, la

consommation d’alcool et le tabagisme, etc...).

Ces facteurs de risques ne peuvent en aucun cas être assimilés directement à des

causes de la maladie, vu que certains patients ne présentent aucun de ces facteurs.

En attendant la découverte de marqueurs biologiques prédictifs de la survenue de la

maladie, une meilleure connaissance de ses facteurs permet de mieux identifier les sujets à

risque, qui, dès lors, pourront bénéficier plus précocement des investigations diagnostiques et

de la mise en route d’un traitement symptomatique.
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La confirmation de liens spécifiques entre déterminants vasculaires et maladie

d'Alzheimer permettrait peut-être l'extension de procédures de traitement et de prévention des

maladies cardiovasculaires aux démences. Les effets apparemment protecteurs des anti-

inflammatoires non stéroïdiens et des thérapeutiques hormono-substitutives chez la femme

nécessitent une attention particulière dans la mesure où ils pourraient, à l'échelle d'une

population, réduire l'impact du fléau qui risquent de constituer les démences.

La connaissance des différents facteurs de risque de cette maladie reste donc

primordiale dans le but non seulement de mieux comprendre la pathogénie de la maladie mais

aussi de la prévenir afin d’en diminuer l’incidence.

En Algérie cette maladie est fréquente aussi bien que partout dans le monde, on

estime à 100 000 le nombre de cas de maladie d’Alzheimer. Par contre, la prise en charge

mérite d’être améliorée en multipliant les consultations et aussi en formant les praticiens

(généralistes ou spécialistes) qui vont permettre un diagnostic plus précoce. Multiplier aussi

les structures d’accueil de jour pour ces patients atteints de maladie d’Alzheimer et

développer la formation des aidants (parents ou proches) qui auront à prendre en charge ces

patients à domicile. Le mouvement associatif peut apporter un plus dans ce domaine.

PERSPECTIVES
Cette étude doit être poursuivie par d’autres études cas témoins et de cohorte en

utilisant un plus grand nombre d’échantillons.

Ceci permettra de faire une étude multivariée, absente dans cette étude, qui appréciera

davantage la relation entre les différents facteurs de risque.

La relation entre facteurs de risque cardiovasculaire et maladie d’Alzheimer doit être

plus approfondie en étudiant les polymorphismes impliqués dans les risques vasculaires

(Interleukines, NO-synthases, Paraoxonase, Enzyme de conversion de l’angiotensine etc…)

Les progrès considérables rapportés ces dernières années dans la compréhension de la

physiopathologie et des mécanismes moléculaires de la maladie permettront certainement de

développer des stratégies diagnostiques.

Le dosage de certains paramètres comme le peptide Aβ et/ou la protéine Tau doivent

faire l’objet  d’étude dans notre population.

Les oligomères de peptides Aβ dans le LCR paraissent représenter le marqueur le plus

pertinent. Cependant, un test diagnostique pourra difficilement être utilisé en routine tant qu’il

reposera sur une ponction lombaire.
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En conséquence, le développement et la validation des ces marqueurs ou de marqueurs

dérivés dans le compartiment sanguin ou dans des modèles cellulaires périphériques circulants

représente un pré requis incontournable pour l’utilisation plus large de ces paramètres

biologiques.
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Annexe 1: Mini mental state examination de FOLSTEIN Modifié
(Niveau de scolarisation élémentaire ou non scolarisé)

Nom :                                                                             Date :
Je vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre

mémoire. Les unes sont très simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du mieux
que vous pouvez.

ORIENTATION :
Quelle est la date d’aujourd’hui ?

Temporelle :
1. Quel jour sommes-nous ?     noté 0 ou 1
2. En quelle saison ?
3. En quel mois ?
4. quelle était la fête récente ?
5. quel âge vous-avez ? (préciser l’année)

sous total :    / 5
Questions alternatives :

- Nom de l’actuel Président de la République ?
Spatiale :

6. A quel endroit sommes-nous ici ?    noté 0 ou 1
Hôpital (nom particulier)
Cabinet médicale (nom du médecin – quartier)

7. dans quelle ville se trouve t-il ?
8. Dans quel Pays ?
9. dans quelle région de ce pays (Est, Centre, Ouest, Sud) ?
10. A quel étage somme-nous ?

sous total :    / 5
APPRENTISSAGE :

Je vais vous dire 3 mots. Je voudrais que vous me les répétiez et que essayiez de les
retenir. Je vous les demanderai tout à l’heure.

11. café- thé     noté 0 ou 1
12. fleur
13. porte

sous total :    / 3
ATTENTION ET CALCUL :

Voulez-vous compter à partir de 20 en retirant 2 à chaque fois.
14. 20-2        (18) noté 0 ou 1
15. 18-2        (16)
16. 16-2        (14)
17. 14-2        (12)
18. 12-2        (10)

sous total :    / 5
Question alternative :

Comptez à rebours à partir de 10.
Epreuve interférentielle

- Compter à l’endroit jusqu’à 10
- Citer les prénoms de vos enfants
- Epeler ce mot à l’envers
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RAPPEL :
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandé de répéter et

de retenir tout à l’heure.

19. Café – thé noté 0 ou 1
20. fleur
21. Porte

sous total :    / 3

LANGAGE :

22. Montrer un stylo. Quel est le nom de cet objet ?      noté 0 ou1
23. Montrer une montre. Quel est le nom de cet objet ?
24. Ecoutez bien et répétez après moi :

“ Ni Le Ken, koun, ouala belek ”
25. Posez une feuille de papier sur le bureau, la montrez au sujet

en lui disant “ écoutez bien et faites ce que je vais vous vous dire :
prenez cette feuille avec la main droite

26. Pliez-la en deux
27. Et jetez la par terre
28. Donnez 5 noms d’animaux / fruits.
29. Empan chiffré à l’envers 4 – 2 - 7.

sous total :    / 8
Questions alternatives :

- Récitez les jours de la semaine.
- Test de reconnaissance de visage sur photo.
- Mime ‘utilisation d’objet (se peigner).
- Annaux entrelacés avec les deux pinces pouce-index.

PRAXIES CONSTRUCTIVES :

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

Epreuves alternatives :
- Reproduire un certains nombres d formes (assemblage formé avec des

allumettes)
- Dessin spontané : Maison – Fleurs – Horloge – Etoile

SCORE TOTALE (0 - 30) : /30
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Annexe 2: le questionnaire

Fiche synthétique TCND (troubles cognitifs neuro-dégénératifs) Neurologie

N°: Service :
Diagnostic :

Score MMSE : Génotype:
Alzheimer :           probable                    possible

Nom :                          prénom :                                               âge : sexe :
Taille :                         poids :

Niveau d’étude :       aucun
Primaire
Secondaire
Supérieur

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

Lieu de vie : domicile
Foyer pour personnes âgées
Autre

Situation familiale : seul
Avec conjoint
Avec enfant

Lieu d’habitat : milieu rural
Milieu urbain

Les antécédents personnels :
Tabagisme :                               nombre de cigarettes /jour

Facteurs de risques mnésiques :
Alcool                                                         prise de canabis
Prise de benzodiazépines traumatisme crânien
Troubles respiratoires chroniques               autres (méningo-encéphalite, boxe)

Maladies générales :
Pathologies thyroïdienne                        cancer                                AVC
HTA diabète
Maladies inflammatoires chroniques                                                ulcère (gastrite)
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Antécédents psychiatriques :
Syndrome dépressif                                       épisode maniaque
Syndrome confusionnel                                 troub obsession compulsion
Episode délirant                                             autres

Antécédents familiaux :

Alzheimer :         degré de parenté :   1erdegré             2èmedegré             3èmedegré

Motif de consultation :

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

2-Apraxie             aphasie                agnosie               désorientation temporo-spatiale
3-troubles des fonctions exécutives
4-trouble du comportement                d’humeur             sommeil
5-trouble de motricité
6-Trouble de comportement alimentaire
7-autres

Mode de début :
Age de début :
Année apparente du premier signe :
Mode de début : brutale progressif

Evolution de la maladie :    numéroter l’ordre

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

2-Apraxie             aphasie                agnosie               désorientation temporo-spatiale
3-troubles des fonctions exécutives
4-trouble du comportement             d’humeur             sommeil
5-trouble de motricité
6-Trouble de comportement alimentaire
7-autres
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Annexe 3: Coffret-réactifs AxSYM Insuline
 1 flacon (6.8 ml) de microparticules recouvertes d’anticorps anti-insuline (souris,

monoclonal) dans du tampon contenant des stabilisants de protéines.
 1 flacon (11.8 ml) de conjugué d’anticorps anti-insuline (souris, monoclonal) :

phosphatase alcaline dans du tampon contenant des stabilisants de protéines.
Concentration minimale : 3 µg/ml.

 1 flacon (14.4 ml) de tampon de dosage dans de sérum de veau.
Tous les réactifs sont conservés dans l’azide de sodium et les agents antimicrobiens.

Calibrateurs principaux AxSYM Insuline
2 flacons (4 ml chacun), de calibrateurs principaux AxSYM Insuline contenant de

l’insuline (humaine, préparée à partir d’insuline de porc) préparée dans du tampon, aux
concentrations suivantes :

Flacon                      Concentration en insuline (µU/ml)
Master calibrateur 1 0
Master calibrateur 2 100

Calibrateurs standard AxSYM Insuline
6 flacons (4 ml chacun) de calibrateurs standard AxSYM Insuline contenant de

l’insuline (humaine, préparée à partir d’insuline de porc) préparé dans du tampon, aux
concentrations suivantes :

Standard
calibrateur

A B C D E F

Concentration
en insuline

(µU/ml)
0.0 3 10 30 100 300

Contrôles AxSYM Insuline
3 flacons (8 ml chacun) contenant l’insuline (humaine, préparée à partir d’insuline de

porc) préparée dans du tampon, pour obtenir les limites de concentration suivantes :

Flacon
Concentration en insuline

(µU/ml)           Limites (µU/ml)
Contrôle L 8 6 - 10
Contrôle M 40 32 - 48
Contrôle H 120 96 - 144

Solution 1 (MUP)
4 flacons (230 ml chacun) contenant du phosphate de méthyl-4-ombelliféryl, 1.2

mmol/l dans du tampon.

Solution 3 (MATRIX CELL WASH)
4 flacons (1000 ml chacun) de solution 3 (solution de lavage pour matrices) contenant

0.3 mol/l de chlorure de sodium dans du tampon TRIS.

Solution 4 (diluant)
1 flacon (10 l) contenant 0.1 mol/l du tampon phosphate.

Solution de lavage de l’aiguille AxSYM
4 flacons (110 ml chacun) contenant du tétraéthylammonium hydroxide (TEAH) à 2%.
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Annexe 4: Coffret-réactifs AxSYM Cortisol

 1 flacon (10 ml) de traceur Cortisol marqué à la fluorescéine dans du tampon
contenant du surfactant et des stabilisants. Concentration <0.01%.

 1 flacon (5 ml) d’antisérum anti-cortisol (souris, monoclonal et chèvre polyclonal)
dans du tampon contenant des stabilisants de protéines. Concentration < 1%.

 1 flacon (6 ml) de solution de prétraitement. Surfactant dans du tampon TRIS.
Tous les réactifs sont conservés dans l’azide de sodium et les agents antimicrobiens.

Calibrateurs standard AxSYM Cortisol
6 flacons (A à F : 2, 5 ml chacun). Le calibrateur A contient du tampon et les

calibrateurs B à F contiennent du cortisol préparé dans du tampon, pour obtenir les
concentrations suivantes :

Standard
calibrateur

A B C D E F

Concentration
en cortisol

(µg/dl)
0.0 2.5 5.0 10.0 25.0 60.0

Conservation : azide de sodium.

Contrôles AxSYM Cortisol
3 flacons (2.5 ml chacun) contenant du cortisol préparé dans du tampon, pour obtenir

les concentrations cible suivantes :

Flacon
Concentration en cortisol
(µg/dl)      Limites (µg/dl)

Contrôle L 4.0 1.9 à 6.1
Contrôle M 15.0 11.7 à 18.3
Contrôle H 40.0 30.9 à 49.1

Il est également possible de programmer l’appareil pour que les résultats soient
exprimés en nmol/l. Le facteur de conversion utilisé par l’analyseur AxSYM est de 27.6.
Concentration en nmol/l = Concentration en µg/dl x 27.6

Solution de lavage de l’aiguille
2 flacons (220 ml chacun) de solution de lavage de l’aiguille AxSYM contenant de

l’hydroxyde d’ammonium tétra éthylique (TEAH) à 2%.

Solution 4 diluant
1 bidon (10 l) de solution 4 (diluant) contenant du tampon phosphate à 0.1 mol/l.
Conservation : azide de sodium et agent antimicrobien.
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Annexe 5: Sites de clivage par l’enzyme HhaI sur la séquence amplifiée

de l'exon 4 du gène Apo 

 GCGC la séquence reconnue par HhaI

 La couleur bleu de la séquence représente  le fragment de restriction spécifique de

chaque allèle.

 Site de clivage par HhaI.

 GTG position de la mutation  (GCG codant pour Cys GTG codant pour Arg)

 Sites de restriction reconnus  par l’enzyme HhaI : (62. 78. 97. 169. 187. 235. 270. 277. 288)

APO - E4 (Arg-Arg)

(Position de reconnaissance par HhaI)

(62. 78. 97. 169. 187. 235. 270. 277. 288)

AACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGG

ACATGGAGGACGTGCGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGG

GTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTA

CCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCG CCGAGCG CGGCCTCAGCG CCAT

APO - E2 (Cys-Cys)

(Position de reconnaissance par HhaI)

(62.78. 169. 187. 270. 277. 288)

AACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCG CGG

ACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCG

GTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGTGCCTGGCAGTGTA

CCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCG CCGAGCGC GGCCTCAGCG CCAT
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APO - E3 (Cys-Arg)

(Position de reconnaissance par HhaI)

(62. 78. 169. 187. 235. 270. 277. 288)

AACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCG CGG

ACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGG

GTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTA

CCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCG CCGAGCG CGGCCTCAGCG CCAT
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Annexe 6:
Réactifs utilisés pour la lyse

▪ Solution TE 20 : 5
20 ml de tris mélangés à 10 ml d’EDTA, complété avec l’eau distillée jusqu’à 1000 ml.

Autoclaver et laisser refroidir avant l’utilisation.

▪ Solution TE 20 : 1
10 ml de tris mélangés à 1 mM d’EDTA à PH 7.4.

Autoclaver et laisser refroidir.

Réactifs utilisés pour l’extraction

▪ Tampon de lyse
1 ml de tris (1 M) mélangé à 0.4 ml d’EDTA (0.5 M), compléter jusqu’à 100 ml d’eau

distillée à PH = 8.2.

▪ SDS 10% : 100 g SDS + 1000 ml H2O

▪ Protéinase K : 10 mg/ml

Réactifs des solutions mères utilisées dans la PCR

-Oligo F solution mère : 268.2 µM

Oligo F solution fille : 37.28 µl d’Oligo F solution mère + 62.72 µl H2O

-Oligo R solution mère : 333 µM

Oligo R solution fille : 30.00 µl d’Oligo R solution mère + 69.97 µl H2O

-dNTP : 2 mM (1/10)

-MgCl2 : 25 mM (1/2)

-Taq polymérase : 2.5 u

Réactifs utilisés pour la digestion
Tampon : 60 mM Tris HCl (PH 7.5) + 500 mM NaCl + 60 mM MgCl2+ 10 mM DDT à 37°C.

▪ BSA : 0.1 mg/ml

▪ Enzyme de restriction HinfI : 10 u/µl.
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RESUME

L’objectif de notre recherche est d’explorer l’impact du polymorphisme de l’apoE et du profil

lipidique sur la maladie d’Alzheimer, ainsi que le statut glycémique, insulinémique, cortisolémique et

homocysteinémique, dans un échantillon de la population nord Constantinoise.

Les fréquences alléliques de l’apolipoprotéine E dans notre groupe témoin sont 3 (83.9%), 4

(8.9%) et 2 (7.2%), le génotype 3/3 est le plus fréquent (69.4%) suivie par 3/4 (15.3%), 2/3

(13.7%) et moins fréquent pour les génotypes 2/4, 4/4, et 2/2. Les génotypes 3/4 et 4/4 sont

fortement exprimés chez les MA (36.5%) et (9.5%) respectivement.

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

légèrement diminués dans les deux sexes. Aucun changement des taux des TG entre malades et

témoins n’est observé.

Les porteurs de l’allèle ε4 et ε3/ε4 présentent une association significative vis-à-vis de la

survenue de l’MA comparativement aux sujets ε3/ε3 avec un odds ratio 5.01 [95% CI, 2.36–10.71]

p<0.001 et 3.86 [95% CI, 1.72–8.72] p<0.001 respectivement. Les sujets ayant l'allèle 2 ne

présentent pas de différence significative par rapport aux homozygotes 3/3 en ce qui concerne son

implication dans la MA. Ces résultats mettent en évidence, l'effet délétère de l'allèle 4 et sa

contribution comme facteur de risque dans la MA. Alors que l’effet protecteur de l’allèle 2 est

moins évident.

Aucune association n’a été retrouvé entre la mutation MTHFRC677T et la MA. L’allèle T de

la MTHFR et ε4 de l’ApoE peuvent agir en synergie pour augmenter le risque de la MA.

Notre étude ne trouve pas de relation entre la maladie d’Alzheimer et le taux de cortisol (17.13

± 7.35 vs.19.56 ± 13.6 µg/dl). Cependant des études ont généralement montré des niveaux de cortisol

plus élevés et des niveaux de DHEAS plus faibles chez des patients souffrant de maladie

d’Alzheimer, en même temps qu’un faible rapport DHEAS sur cortisol. La démence était davantage

liée à de faibles niveaux de DHEAS qu’à des niveaux élevés de cortisol.

L’homocystéine est élevée chez les malades par rapport aux témoins (23.8 ± 10.2* vs. 17.4 ±

8.6 µmol/l). Le risque relatif de démence était de 1.4 (95% CI, 1.1 à 1.9) pour chaque élévation d'une

déviation standard du taux d'homocystéine. Un taux d'homocystéine plasmatique supérieur à 14

micromoles par litre est associé à un doublement du risque de maladie d'Alzheimer.

Nous retrouvons une nette augmentation de l’insulinémie (10.1 ± 13.1** vs. 6.85 ± 6.45

µU/ml). Le syndrome d’insulino-résistance caractérisé par une élévation de l’insulinémie avec

activité réduite et une réduction du niveau d’insuline cérébral, a été retrouvée associée avec la baisse

des capacités mnésiques – âge dépendant et la M.A.

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

The main of this study is to explore the impact of the ApoE polymorphism and lipid profile on

the Alzheimer’s disease (AD) in a sample of Constantine population.

The ApoE frequencies in the control group were ε3 (83.9%), ε4 (8.9%) and ε2 (7.2%). The

genotype ε3/ε3 are the most frequent (69.4%) flowed by ε3/ε4 (15.3%), ε2/ε3 (13.7%) and less

frequent for genotypes e2/e4, e4/e4 and e2/e2, The genotype ε3/ε4 and ε4/ ε4 are more expressed in

AD subjects with frequencies of (36.5%) and (9.5%) respectively.

Cholesterol and LDL-cholesterol were softly decreased, whereas HDL- C was decreased in

men and women. No change was observed in the TG levels.

The carriers of allele ε4 and ε3/ε4 subjects compared with ε3/ε3 are associated with an

increasing incidence of AD with (odds-ratio) 5.01 [95% CI, 2.36–10.71] p<0.001 and 3.86 [95% CI,

1.72–8.72] p<0.001, respectively.

The subjects having ε2 doesn’t present a significant difference with homozygote ε3/ε3 with

regard to its implication in the AD.

These results put in evidence the deleterious effect of the allele ε4 and its contribution as risk

factor in the AD, whereas the protective effect of the allele ε2 is less evident.

No significant association of MTHFR C677T allele and genotype with AD was observed in

total samples. The MTHFR 677 T allele and the APOE ε4 allele may synergistically act to increase the

risk of AD.

Our study does not find a relation between the AD and the cortisol rate (17.13 ± 7.35 vs.19.56

± 13.6 µg/dl). However studies generally showed higher cortisol levels and weaker levels of DHEAS

among patients suffering from AD, at the same time as a weak report/ratio DHEAS on cortisol.

Dementia was more related to low levels of DHEAS that to cortisol elevated levels.

Our study finds an increase in the homocystéine level among patients compared to the controls

(23.8 ± 10.2* vs. 17.4 ± 8.6 µmol/l). The relative risk of dementia was of 1.4 (95% CI, 1.1 to 1.9) for

each rise in a standard deviation of the homocystéine rate. A homocystéine plasmatic rate superior on

14 micromoles per liter is associated with a doubling of the AD risk.

We find a clear increase in the insulinemia (10.1 ± 13.1** vs. 6.85 ± 6.45 µU/ml). The

insulino-resistance syndrome characterized by a rise in the insulinemia with reduced activity and a

reduction of the cerebral insulin level - was associate with the fall of the amnesic capacities - age

depending and the M.A.

Keywords: ApoE, polymorphism, Alzheimer disease, lipoprotein, cholesterol, cortisol.
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ملخص
وتعیین الأثر الناتج عن تركیز الدسم ApoEالشحميرفیزم للبرؤتین ویملوالبتأثیرھده الدراسة ھو دراسة الھدف من

أوضـحت .والكورتیزول عند عینة من سكان قسنطینة والأنسولینتركیز نسبة السكر كذلكوالمصلیة في مرض الزھیمر 

3%)83.9(،4نتائج الدراسة أنّ توزیع نسب الألیلات  في عـینة السكـان بصفة عامة لمدینة قسنطینة ھي كالتالي 

(%7.2)2و )8.9(% النمط  الوراثي ذو3/3متبوعا ب(%70.9)في العینات المدروسة یتواجد بكثافة3/4

یتواجد في 4/4و 4/3النمط الوراثي . 2/2و ,2/44/4و اقل انتشارا . (%7.9)ب 2/3ثم (18.8%)

.علي التوالي)(%9.5و (%36.5)العینة المریضة بنسبة و 

في HDLبینما أن نسب الكلسترول,و الكلسترول الكلي في ارتفاع طفیف عند الصفة المصابة LDLتركیز الكلسترول.

.لم یلاحظ أي تغییر في تركیز الجلیسیرایدات الثلاثیة. الرجال و النساء المصابیندانخفاض طفیف عن

e3/e3ابة بمرض الزھیمر بالمقارنة للحاملین للنمط الوراثي یعتبرون اكتر إصє3/є4وє4الحاملین للالیلات

[CI, 2.36–10.71 %95]بنسبة(odds ratio)ودللك الارتفاع  [8.72–1.72 ,3.86و0.001>5.01

[95% CIp<0.001على التوالي.

فیما یخص 3/3المتجانسدلالة مقارنة  للحاملین للنمط الوراثي لا یمثلون اختلافا كبیرا دو 2الحاملین  للالیل

حیث .على مرض الزھیمر є4والالیل ApoEھده الدراسة تؤكد اثر الجیني للبروتین الشحمي.MAالإصابة بالمرض 

.كعاملا حامیا منھا غیر موجود є2اثر أن

و MTHFRلل Tالالیل .و مرض الزھیمر MTHFRC677Tمن ناحیة أخرى لم   توجد أي علاقة التغییر النمطي 

є4 للابوبروتیینAPOE بالمرض الإصابةیتعاونا لرفع نسبة أنیمكنMA.

في ..(7.35vs19.56±13.6µg/dl±17.13(ھده الدراسة  لم تجد أي علاقة بین مرض الزھیمر و كمیة الكورتیزول 

عند المرضى الدین DHEASلكورتیزول ونسب منخفضة من حین بعض الدراسات على العموم اثبثت نسب عالیة من ا

في الزھیمر كانت مرتبطة الذاكرةنقص . على الكورتیزول DHEASیعانون من الزھیمر وفي نفس الوقت نسبة قلیلة ل

.وارتفاع كمیة  الكورتیزول DHEASبانخفاض نسبة 

± 23.8)الھوموستیین مرتفع عند المرضى مقارنة بالعینة الصحیحة  10.2* vs. 17.4 ± 8.6 µmol/l) الإصابةنسبة

14إلىارتفاع  في الھوموستیین في البلازما .الھموستیین كمیةبالنسبة  لكل ارتفاع في (CI, 1.1 à 1.9 %95) 1.4ھي 

± 10.1)الأنسولینفي ھده الدراسة تبین ارتفاع في .كرومول في اللتر یصاحبھ مضاعفة الخطر مرض الزھیمر یم

13.1** vs. 6.85 ± 6.45 µU/ml).Le syndrome d’insulino-résistance من خصائصھ ارتفاع نسبة

mnésiquesالأنسولین مع نشاط مختزل ونقص في نسبة الأنسولین المخ قد وجد انھ یكون مصحوب بانخفاض قدرة  –

âge dépendant ومرض الزھیمر.

,التغییر الجیني ,مرض الزھیمر ,كلسترول ,البروتینات الشحمة كورتیزو ل , Apo E الكلمـات الدّالة:
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