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Résumé

La maladie d'Alzheimer (MA), forme de démence laspiréquente, est caractérisée précocement par
des troubles de la mémoire, puis par une détéiworatognitive progressive, corrélée avec la
progression des lésions cérébrales que sont ledsddp protéine R-amyloide, notamment dans les
plagues séniles, et la dégénérescence neurofiferilpui touche en priorité les grands neurones
pyramidaux de I'hippocampe et du cortex cérébralpérte ou les dommages synaptiques sont aussi
prépondérants et conduisent a la mort neuronadel@tperte de réseaux fonctionnels notamment au
niveau des protéines présynaptiques comme la syplaydine et postsynaptiques comme PSD-95
(Leuba et al. 2008), ainsi que des récepteurs NMBDMDAR) liés & PSD-95 et jouant un role
prédominant dans le fonctionnement synaptique.eNétude s’est portée une des régions du cortex
frontal correspondant a I'aire de Brodmann 10, en@eu etudiée dans la littérature scientifiqueé, qu
peut étre touchée de maniére plus ou moins impertdans la MA, entrainant des troubles de
I'humeur et du comportement ainsi que des répaonsssur les fonctions exécutives. L'étude a pour
but d'identifier et de quantifier les dépbts detpnoe 3-amyloide et les Iésions neurofibrillairesia

que les changements de protéines synaptiques &cdpteurs NMDA dans cette région entre une
population contrdle et AD, et de la comparer avaatdes régions déja partiellement étudiées dans le
laboratoire, notamment 'aire 9 qui lui est adjaeedt les aires cingulaires 24 et 25. L'analysdagist

de maniere qualitative et semi-quantitative au asicope optique sur des coupes colorées avec des
méthodes immunohistochimiques. De possibles coimdlanatomo-cliniques sont recherchées dans
les cas AD.

La région FC10 est touchée par la MA avec une poesee plaques séniles et de dégénérescences
neurofibrillaires plus marquées chez les cas attale la MA ce qui n'est pas le cas des protéines
synaptiques. Le comportement des deux marqueutmlpgiques dans FC10 est comparable aux
autres régions cérébrales étudiées notammenggitanradjacente, FC9, contrairement aux marqueurs
synaptiques qui selon la région ont un comporterplerst variable. L'effet de I'dge dans I'évolutioa d

la physiopathologie de la MA pour les marqueurh@agiques a été mis en évidence dans la région
FC10. Les régions EC et FC9 n'ont pas montré deralmé@norragie synonyme d'une possible
contribution vasculaire.

L’étude de cette région a permis de mettre en écel€implication de FC10 dans la MA. Elle montre

des points communs avec les autres régions céeébmatamment vis-a-vis des plaques séniles et des
DNF.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD), the most common form emdntia, is precociously characterized by
memory disorders, followed by a progressive cogaitieterioration, correlated with the progression
of cerebral lesions, i.e. deposits of [3-amyloid tgro located notably in senile plaques, and
neurofibrillary tangles which mainly affect the der pyramidal neurons of the hippocampus and the
cerebral cortex. The loss or the damage of themimaonnections are also extensive and lead to
neuronal death and to the loss of functioning ndtajgparticularly with presynaptic proteins such as
synaptophysin and postsynaptic proteins like PSLt@oiba et al., 2008), but also NMDA receptors
(NMDAR) associated with PSD-95 and the ones plawrgy role in synaptic functioning. Our study
focused on one of the regions of the frontal cortamely the Brodmann area 10, a region very little
studied to date by the scientific community, whaan be affected more or less importantly in AD,
resulting in mood and behavior disorders as weltassing a strong impact on executive functions.
The study aims to identify and quantify R-amylordtgin deposits, neurofibrillary lesions along with
the change of synaptic proteins and NMDA recepitoithis region between AD cases and a control
population, so that a comparison can then be maitte ather regions that were already studied
partially in the laboratory, especially area 9 whiig adjacent to the one studied and cingulatesétéa
and 25. The analysis is applied in a qualitativé semi-quantitative way using optical microscopy on
stained sections that were prepared by immunolhistocal staining methods. Possible
clinicopathological correlations are focused oD cases.

The FC10 region is affected by AD with the presenfesenile plaques and more pronounced
neurofibrillary tangles, whereas this is not theecavith synaptic proteins. The behavior of the two
pathological markers FC10 is comparable to theissudone on other brain regions, including the
adjacent area FC9, contrary to the synaptic markdnsre variable behavior is exhibited depending
on the region. The effect of aging in the evolutidrihe pathophysiology of AD pathological markers
was highlighted in the FC10 region. The EC and F&flon did not show micro-hemorrhages, a sign
of the contribution of vascular damage.

The study of this region has highlighted the ineshent of FC10 in AD. It illustrates similaritiestvi
other brain regions particularly in the case ofilsgriaques and NFT.
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1. Introduction

1.1 Historique

En 1906, Alois Alzheimer (1864-1915), médecin aHeoh découvre la maladie qui
portera son nom en mettant en évidence grace aalpgation a l'aniline et a des
imprégnations argentiques, des lésions spécifiqles, plaques séniles et les
dégénérescences neurofibrillaires, dans le cerdeee de ses patientes décédée qui
présentait de son vivant des troubles cognitifs.

Figure 1. Alois Alzheimer

1.2 Définitions
La maladie d’Alzheimer (MA) est une forme de démeenka plus fréquente de 'age avance.

Selon laCIM -1C (10e classification internationale des maladiles),critéres de démence sont les
suivants :

Déficit de mémoire et d’au moins une autre fonctiognitive qui se péjore avec le temps
Les déficits sont suffisamment importants pourriéer avec la vie quotidienne

Il existe un changement du comportement émotiogiiel social, du niveau de motivation
Les troubles existent depuis au moins 6 mois

Il 'y a pas de trouble de la vigilance

Il existe cependant d’autres classifications pa@urdémence, notamment la classification DSM IV
(Diagnostic and Satistical Manual of Mental Disorders) et laclassification CDR Clinical Dementia
Rating).

La classification DSM IV a comme criteres des tlesbde la mémoire, des troubles des fonctions
exécutives, des troubles du langage, des troublagigoes et une agnosie, responsables de
répercussions négatives sur la vie sociale et ggmfenelle. L'évolution est progressive et irréildes

et les troubles cognitifs ne s’expliquent pas pa autre maladie.

La classification CDR évalue 6 critéres : la mémpitorientation, le jugement et la résolution de
problémes, I'activité sociale, les activités a laison et les loisirs ainsi que les soins personhels
score CDR indique la présence ou non d’'une démente degré de sévérité (CDR 0 = absence de
démence ; CDR 0.5 = démence trés légere ; CDR dmedce Iégere ; CDR 2 = démence modérée ;
CDR 3 = démence séveére).

1.3 Epidémiologie
En 2011, en Suisse, selon I'Association Alzheimgiss®, 107'000 personnes étaient atteintes de la
MA ou d'une autre forme de démence. Le vieillissete la population et le fait que I'age constitue
le facteur de risque principal de la MA, laissevpié une augmentation du nombre de malades dans
les années a venir. D’ici 10 ans, ce nombre pduatagindre 150'000 et tripler d’ici 2050.

Une étudeKraft et al. 2010) rapporte que les colts pour la MA constituen®® @ budget pour la
santé en Suisse sur une année soit 6,26 milliazdsSHF. Linstitutionnalisation des patients et leur
prise en charge par I'entourage (famille, amisyésentent respectivement 48% et 44% des dépenses
totales soit >90% a elles deux.
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Le nombre important et croissant d’individus ati®ipar la MA lié a une augmentation des codlts de la
santé, pose un probléme de santé publique qui sitcemtamment des interventions des autorités
politiques et du milieu médical afin d'y faire faaassi bien dans le présent que dans le futur.

1.4 Clinique et pronostic

La maladie progresse avec le temps et les sympt&measejorent. On différencie 3 stades dans
I'évolution de la MA(Association Alzheimer Suisse Neuchétel, 2006 : ptt/www.alzheimer-
schweiz.ch/ne/html/alzheimer+29.htm)l

Stade précoce

Le patient a des troubles de la mémoire a courtgell oublie ainsi son rendez-vous chez le médecin
Il présente également des troubles de I'orientatians I'espace dans des lieux qu’il ne connait pas,
ainsi que des troubles de l'orientation dans lepteiui se manifestent par un oubli de la date et de
I'neure. Des troubles du langage apparaissent,moéant une difficulté a trouver les mots et une
tendance a moins parler. Le besoin d’'activité pglysiaugmente. Si on s’y oppose, on est confronté a
une réaction agressive de sa part. Le patientfeente sur lui-méme avec un possible état anxieux
et/ou dépressif.

Stade modéré

Les symptdbmes s’aggravent. La perte de mémoirer@seg si bien que le malade oublie le nom des
membres de sa famille ou de ses amis ainsi quérleulment de sa journée. Il se perd dans des
endroits qu’il connait comme dans son propre appaht. Il peut quitter ce dernier et ne plus
retrouver le chemin du retour. Il oublie maintenantssi le mois de l'année et la saison. La
communication devient tres difficile. En effet, cgpacité & nous comprendre diminue. C'est d’autant
plus problématique que le malade devient déperdtarg les activités de la vie quotidienne. En gffet
se laver, manger, s’habiller etc. devient posgibiguement grace aux indications qu’on lui donne.

Stade avancé

Le patient a maintenant des troubles de la ménmiteng terme. Il oublie donc son passé, ses
souvenirs et les gens qu'il a connus. Il ne parsque plus. La prise des repas est un réel preblem
En effet, le malade a des problemes de masticalmléglutition et de fausses routes avec un risque
de broncho aspiration et de pneumonie. Il devierssiaplus fragile face a de simples infections
comme la grippe et les infections urinaires quivest lui étre fatales. Il devient également
incontinent et multiplie les chutes. Pour finimé marche plus. Il nécessite une assistance ctample

La patient atteint de la MA souffre aussi fréquemmele symptémes comportementaux et
psychologiques des démences (SCPD) que sont lagsépn, I'anxiété, les hallucinations, les délires
ainsi que les troubles du sommeMdnsch et al. 2008

Les symptdbmes sont multiples et associés a lai¢atimin des Iésions dans les différentes régions
cérébrales. Les lésions de la région temporaleggoent un syndrome amnésique touchant
premierement la mémoire a court terme et secondaire la mémoire a long terme (mémoire
épisodique et mémoire sémantique). Les lésionadédion pariéto-occipitale sont responsables de
troubles visio-spatiaux comprenant des troubled'ateentation dans I'espace et de I'identification
visuelle. Les fonctions du langage (parlé et Esdnht également affectées. Pour finir, les lésamta
région frontale ont pour conséquence des dysfamctiexécutives comprenant des troubles de la
capacité de planification et d’abstraction, deslites du jugement et une agnosie. Il y a égalenesnt
troubles praxiques (gestes intentionnel€upa, 2009.

Le pronostic est mauvais. En effet, aucun traitdmaratif n’existe actuellement pour la MA et |¥ta
de santé du patient décline progressivement coadluinalement au déces. Selon une étude
américaine l(arson et al. 2004, la survie moyenne depuis le diagnostic est @eahs pour les
hommes et 5,7 ans pour les femmes.
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1.5 Diagnostic
(Selon Monsch al. 2000)

Le diagnostic de la MA doit étre posé le plus rapieént possible pour démarrer au plus vite un
traitement et permettre une meilleure évolutiotedmaladie.

Le médecin généraliste se trouve en premiére litirest confronté a des patients qui oublient leur

rendez-vous, ou qui se plaignent de troubles dedmoire mais aussi a I'entourage du patient qui

rapporte des pertes cognitives et des modificatiitnsomportement chez leur proche. L'anamnése est
alors source de précieuses informations. En plasgeptémes de la MA, le médecin doit rechercher

des facteurs de risques notamment une anamnédmafampositive.

Cependant, I'origine des troubles cognitifs peut @ultiple : autre forme de démence (vasculaire),
trouble psychiatrique (dépression), trouble métgbel (hypo/hyperglycémie), changement dans
'environnement du patient, vieillissement physmte. Il est donc important de bien identifier
I'origine des troubles au risque de prescrire aitdment inadapte.

Le médecin devrait donc faire une anamnése miragieun examen clinique ainsi quMini Mental

State ExaminatiofMMSE) (score entre 0-30 points), questionnairenmgdtant de détecter des
troubles cognitifs. Il pourrait aussi procéder & dgamens complémentaires comme une analyse de
sang a la recherche d'anomalies de la formule samgie troubles glycémiques, électrolytiques mais
aussi vitaminiques (B1, B9, B12) et thyroidiens.

En cas de doute diagnostique face a une présenteliltique atypique ou face a une situation
particuliere (patient jeune), le patient peut &reenté dans une clinigue de la mémoire ou des
examens plus spécifiques sont effectués. Des mestopsychologiques sont faits afin d’évaluer les
capacités cognitives. L'imagerie cérébrale morpgiojoe (CT-SCAN et IRM) permet d'exclure des
formes secondaires de démence et de mettre ennéegidkes lésions macroscopiques comme une
atrophie corticale de I'hippocamp&dhuff et al. 2009 tandis que l'imagerie fonctionnelle met en
évidence la perfusion sanguine grace a un marqaéivactif (glucose le plus souvent). Les régions
touchées par la maladie sont alors moins perfustesoins actives Bula et al. 2004. Un
prélevement de liquide céphalo-rachidien (LCR) panction lombaire permet aussi d'orienter le
diagnostic. On y cherche une diminution du pepfidgenyloide et une augmentation des protéines Tau
hyperphosphorylée<Chu, 2019). Cependant, cet examen comporte des risquesrdglications. On
procede également a des tests génétiques darsde éarme familiale de la MA.

Cependant, I'examen neuropathologique (postmortessie aujourd’hui le seul moyen d'observer
avec certitude les lésions typiques de la MA. thpet de confirmer le diagnostic clinique.

Il ne faut pas oublier de rechercher chez le paties co-morbidités notamment psychiatriques mais
aussi des maladies cardiovasculaires qui peuveat jn r6le important dans la MA.

1.6 Physiopathologie
Plusieurs mécanismes pathologiques caractérisdmila

Peptide 3-amyloide

Le dépbt de peptide-amyloide dans le cerveau est un des mécanisnmed@gijue caracteéristique de
la MA. Son précurseur (APRMyloid protein precursdrest scindé par deux enzymes ; la sécrftase
et la sécrétase Il est composé de 36 a 43 acides aminés. Saesm#st initialement un phénoméne
physiologique résultant de I'activité synaptique. $ecrétase-scinde également ce précurseur mais
permet un équilibre car elle inhibe la synthésepdptide B-amyloide. Cependant, un déséquilibre
entre sa production et son élimination provoqueasmmumulation extra cellulaire dans le tissu cé&iébr
(Querfurth et al. 2010). La formation des plaques séniles dont la pretpiamyloide est le principal
composant, se fait en plusieurs étapes. On trauvedtabord une plaque primitive composée d’'une
forme partiellement soluble geamyloide. Par la suite, la plaque devient matur@euritique et est
constituée d’'un noyau fibrillaire dg-amyloide entouré d’une couronne de neurites dégsenée
stade final, la plague compacte, se caractériseipamique centre compact feamyloide(Savioz,
2010).
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Figure 2. Physiopathologie du peptide B-amyloide

On distingue 3 stades (A-(Braak H., Braak E., 1996 dans I'évolution de la localisation des dépots

B-amyloide dans la MA. Dans le stade A, on les teodans le néocortex basal. Dans le stade B, ils
continuent leur progression et atteignent les atticales adjacentes. Pour finir, dans le stage C
c'est tout le cortex qui est touché.

L'hypothése de la casca@eamyloide soutient le rble central et initiateurkptidep-amyloide dans

la genése de la MA. Les mutations génétiques sugdaes APP, PS1 et PS2, responsables de la forme
précoce de la maladie, provoquent une augmentdtigreptide amyloide. Ce dernier s’accumule sous
forme d’oligomeres, ces derniers étant responsaealda perte synaptique, et sous forme de pladjues.
s’ensuit un état inflammatoire par I'activation kdemicroglie et des astrocytes ce qui provoque un
stress oxydatif et des troubles de I'homéostasiegiee notamment calcique. Ces deux derniers
phénomeénes perturbent la fonction des enzymes &imdsphosphatase, ce qui initie I'hyper
phosphorylation de la protéine Tau avec pour fi@ala dégénérescence neurofibrillaire. La mort des
neurones lui succededtuhi et al. 2009.

Le réle attribué au peptideamyloide peut cependant étre contesté car oruketrchez des sujets tres
agés épargnés par la MA, des dépbts de pepiaohayloide dans le tissu cérébrale(ba et al. 200
Sa présence ne serait donc pas un bon marquetadiide la maladie.

| — | Plague amyloide
mature avec
i noyau dense

\

Plague
amyloide
immature

Figure 3. Plaques séniles chez un cas AD (n°9), région FC10, couche Il
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Dégénérescence neurofibrillaire et corrélation anatomoclinique

La DNF tient un réle important dans la pathologee ld MA. On la retrouve dans le cytoplasme
cellulaire. La protéine cytosquelettique Tau esteeprincipal composant. Elle a tout d’abord urer6l
physiologique. En effet, elle intervient dans leusture des microtubules (MTs) et dans le transport
vésiculaire. Hyperphosphorylée, elle se détacheMiEs (Querfurth et al. 2010). La protéine Tau
évolue ensuite successivement d'une forme oligom@ranulaire puis fibrillaire. La DNF est ensuite
suivie de la mort neurona(@akashima et al. 2009).

L'évolution de la DNF est corrélée avec les stagkeda maladie. Elle est classée selon les stades de
Braak Braak H., Braak E., 1996 qui différencient leur répartition dans le cenveBans le stade |,

les DNF se situent dans le cortex transentorhihaaes la région CAl de I'hippocampe. Le stade
Il est lui caractérisé par une progression des DOEs deux premiers stades forment le stade
entorhinal. Il y a des troubles de la mémoire atctmrme et on parle d’'un stade préclinique. Dans |
stade lll et IV qui correspondent au stade limbjgles DNF ont dépassé le cortex entorhinal et
s’étendent a tout le systéme limbique. Le maladsgite & ce moment-la des troubles mnésiques et
on parle d'un stade clinique débutant. Les deurides stades (stade cortical), V et VI, voient tieut
cortex cérébral touché par les DNF. La démencbiestprésente. On est au stade clinique.

Neurone atteint de
dégénérescence
neurofibrillaire

Figure 4. Dégénérescences neurofibrillaires chez un cas AD (n°9), région Fc10, couche Il

Perte synaptique
Les épines dendritiques forment le compartimentgyosptique et permettent la transmission d’'un
signal excitateur.

Les oligoméres du peptigeamyloide sont toxiques pour ces synapses et puavideur perte. Dans
les deux a quatre ans qui suivent le début de la M# régions cérébrales frontales et temporales
subissent respectivement une perte de 25% a 353 ¥i% a 35% par neurorizayies et al. 198y,
L'hippocampe est rapidement et fortement touchépére se situe entre 44% et 553¢lieff et al.
2007. Au début, les synapses réagissent en activanindeanismes de compensation qui par la suite
s’effondrent. Leur perte serait bien corrélée deestade de la MA.

Protéines synaptiques
PSD-95

PSD-95 postsynpatic density protein P&st une protéine du compartiment post-synaptiquele
retrouve aussi au niveau pré-synaptique notammems te cervele(Hunt et al. 1996) Son poids
moléculaire se situe entre 90 et 95 kDa et se cemge 3 domaines PDZ (PSD-95, DIg-A, ZO-1), un
domaine SH3grc homology Bet un domaine GKgluanylate kinage(Hata et al. 1999).

PSD-95 intervient dans la transmission synaptiquia glasticité synaptique. Il joue aussi un role
important dans la structure du compartiment posgptique. On parle d’'une protéine architecturale
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(Hata et al. 1999). 1l est en contact aussi bien avec des composammbnanaires que
cytoplasmiques, notamment le récepteur NMDA, desaga ioniques (canal K+), des molécules
d’adhérence et de signalisation. Cette connexiom@ieune meilleure transmission des sign@{im

et Sheng, 2004)

On trouve dans le cortex entorhinal et dans laorégiC9, une augmentation de PSD-95 chez des
sujets atteints de la MA ce qui pourrait étre utamésme de compensatiflreuba et al. 2008)

NMDAR

N-Methyl-D-Aspartate ReceptgNMDAR) est un récepteur glutamatergique situé laumembrane
post synaptique. Il est composé de 4 sous-unitasidexiste plusieurs types : la sous-unité NR, |
sous-unité NR2 qui posséde 4 sous-types (NR2 Aty sous-unité NR3 qui en posséde deux (NR3
A-B). Chaque sous-unité contient 4 domaines diffé&ye 'ATD (amino-terminal domain I’ABD
(agonist binding domajnle TMD (transmembrane domadiet le CTD €arboxy-terminal domajn Le
récepteur est composé fréquemment de deux sosuNiRl et de deux sous-unités NR2. Ces
derniéres conférent des propriétés différentesnsidotype de NMDAR, notamment vis-a-vis de
I'affinité pour le glutamate et de la probabilitéouverture. Pour I'activation du récepteur, il est
nécessaire que le glutamate et la glycine se $entiltanément aux sous-unités NR1 et aux sous-
unités NR2 respectivement et qu’il se produise dépolarisation permettant la libération d’ions
Mg+2 initialement liés au récepteur NMDA empéchsort ouverture. Ces conditions réunies, le canal
s'ouvre et les ions calciques rentrent dans le ewtinpent intracellulaireTraynelis et al. 2010.

NMDAR joue un role important notamment dans la {d#é synaptique, la synaptogénése et dans les
processus de mémorisation et d’apprentissdgayifelis et al. 2010. Il est lié par son domaine
cytoplasmique a PSD-95 ce qui permet une meilletaesmission synaptique pour les voies de
signalisation cellulaire responsable de la plastisynaptiquéHata et al. 1999).

La liaison du peptid@-amyloide au récepteur a I'acétylcholia& nicotinique provoque une entrée
de Ca+2 qui active la calcineurine, une phosphatastte derniere active a son tour STERi{tal-
enriched tyrosine phosphatgseaine autre phosphatase qui déphosphoryle poirr léinsous-unité
NR2B. Ce mécanisme pathologique internalise NMDAFRyder et al. 2005 La transmission
synaptique glutamatergique et la plasticité sygajgtisont ainsi altérées.

Synaptophysine

La synaptophysine est une glycoprotéine localiséesdes vésicules présynaptiques. Son poids
moléculaire est de 38kDaMVedenmann et Franke, 198h Une étudeHead et al. 2009 chez des
sujets de plus de 90 ans a pu mettre en évidemnte ldacortex frontal une diminution de cette
glycoprotéine chez des cas atteints de démenceen@aept, la synaptophysine présente une
augmentation chez des cas présentant des trouldedtifs mais qui ne rentrent pas encore dans les
critéeres de la démence ce qui pourrait étre un nigcee de compensation transitoire. De plus, ika ét
mis en évidence que la présence de la synaptoghgstrcorrélée avec le score du test cognitif MMS.

1.7 Facteurs de risque et de protection
Les facteurs de risques de la MA sont nombreuxgd_@st le facteur de risque principal.

Facteurs génétiques
Il existe plusieurs mutations génétiques resporsatiune forme précoce de la MA qui concerne au
maximum 5% des cas de la maladie.

On trouve 28 mutations sur le géne précurseur derdaé€ine f-amyloide émyloid precursor
proteifAPP) situé sur le chromosome 21. Les protéinesapitnes 1 et 2 (PS1, PS2) qui se trouvent
respectivement sur les chromosomes 14 et 1 solgndgat porteuses de mutations. On connait pour
PS1, 165 mutations mais seulement 10 mutations [RBE2. Toutes ces mutations ont une
caractéristique commune; elles ont pour effet umgreduction du peptidg-amyloide. Elles se
transmettent selon un mode autosomal dominant avegénétrance complete sauf PS2 (pénétrance
incompléete) Williamson J., et al. 2009. Le syndrome de Down, caractérisé par 3 chromesa,

est aussi un facteur de risque génétique pour laBleffet, on retrouve 3 génes APP au lieu de 2.
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L'apolipoprotéine E (APOE) est le principal trangeor de cholestérol dans le cerveau. Elle a
également un rdle dans la réparation cellulairéteGuolécule posséde différents alleles qui peuvent
étre des facteurs de risque ou des facteurs peotscselon le type. La présence de l'allele E4dipst
facteur de risque génétique qui multiplie entre 22x le risque de survenue d’'une MAafrer et al.
1997. APOE4 perturbe ainsi les mécanismes de réparatdiulaire et diminue I'élimination des
plagues séniles et des DNFr@boschi et al. 2004 (Drzezga et al. 2009 Il agit également sur le
métabolisme du cholestérol en provoquant une hhpéstérolémie, conséquence délétére vis-a-vis
de la MA (voir facteurs de risque cardiovasculgires

Facteurs oxydatifs

Le peptidep-amyloide est notamment toxique pour la mitochandg qui provoque la libération de
ses radicaux libres. Ces derniers, déléteres mpuwellule sont responsables d'un état de stress
oxydatif. Les radicaux libres agissent notammentnaigau de la perméabilité de la membrane
cellulaire, des enzymes et du transport de glucGss. différents mécanismes provoquent la mort
neuronale Querfurth et al. 2010), mais ne sont pas encore complétement élucidés.

Facteurs inflammatoires

La microglie contribue a éliminer le peptifeamyloide. Cependant, son activation prolongéeaue
'accumulation de ce peptide, provoque un étatainfhatoire par la libération de molécules
inflammatoires notamment des cytokines ce qui ek&cée processus dégénératitkiyma et al.
2000.

Facteurs cardiovasculaires

L'hypertension artérielle (HTA), le diabéte, le &abla sédentarité, I'nypercholestérolémie et 15ge
sont des facteurs de risques cardiovasculaires \RIB sont a l'origine de Iésions vasculaires
cérébrales avec pour conséquence une altératiotisglu cérébral et l'apparition d'une démence
vasculaire. Chez des patients atteints de la MAproeessus augmenterait la sévérité clinique de la
maladie &nowdon et al.199Y. En effet, la démence vasculaire provoque pameke une perte
neuronale dans I'hippocampkr{l et al. 2002), région cérébrale également affectée dans la ®.
peut en déduire que les FRCV sont communs aux types de démences.

Facteurs psycho-sociaux

Un niveau éducatif et/ou socioprofessionnel élestéua facteur protecteur. Il permet la constitution
d’une plus grande réserve de connexions et de sgadfgandu et al. 2005 Le début de la maladie
et ses symptdmes sont ainsi respectivement retatadisinués.

1.8 Traitements

Il nexiste actuellement aucun traitement curatifup la MA. Les bénéfices thérapeutiques des
traitements disponibles sont uniqguement symptomeasiq On différencie les traitements
pharmacologiques des traitements non-pharmacolegiqu

Traitements pharmacologiques

(Selon le consensus sur le diagnostic et la priseharge des patients atteints de démence en Suisse
Monsch et al. 2003

Une anamnése médicamenteuse est tout d’abord aé&eeaBn d'identifier et éradiquer d'éventuels

médicaments contre-indiqués vis-a-vis de la MA camies médicaments anticholinergiques qui
exacerberaient I'évolution de la maladie ou lesclpsiropes, responsables de graves effets
cardiovasculaires.

Il existe deux types de traitements dits procofyniui permettent de diminuer les symptomes de la
MA momentanément. Le premier type agit sur le swystécholinergigue comme inhibiteur de
l'acétylcholinestérase (AChE). On a a dispositionmg&dicaments: le donézépil (Aricept®), la
galantamine (Reminyl®) et la rivastigmine (Exelon®n en prescrit un pour une durée de 3 & 6 mois
dans le stade précoce de la maladie quand le dcoMMSE est >10 points. Un traitement précoce
permet une meilleure efficacité. La galantaminenfRgI®) permettrait de gagner entre 2 et 7 mois
d'évolution symptomatiqu@Raskind et al. 2004) Dans le stade modéré et dans le stade sévére (sco
MMSE entre 3-19 points), on utilise la mémantinexfa®, Ebixa®), qui agit sur le systeme
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glutamatergique en inhibant le récepteur NMDA. Qelamt, le patient peut étre non répondeur au
traitement. Dans ce cas, on procéde a un changehoeénia nécessité d'un suivi médical régulier rpou
contréler I'évolution Monsch et al. 2008

Le traitement des symptémes comportementaux ethpgygiques des démences (SCPD) consiste
avant tout a en rechercher la cause. Une adapt@¢dienvironnement du patient par exemple peut
s'avérer suffisante. Dans le cas contraire, onudcau traitement médicamenteux. On prescrira un
inhibiteur sélectif de la recapture de la séroten{i$SRI) pour la dépression. La rispéridone
(Risperdal®, Risperidon Sandoz®), neuroleptiqud, wttisée en cas de symptdmes psychotiques
(hallucinations) ou en cas d'agitation et d’agréggsi L'utilisation des neuroleptiques doit par tren
étre prudente. En effet, leur prescription augniemisque de mortalité en provoquant de gravesseffe
cardiovasculaires. Face a un trouble du sommaeilust généralement, on veille & ne pas prescrire un
médicament avec une action anticholinergique.

L'implication des FRCV dans la MA nécessiteraitntése en place d’un traitement des facteurs de
risques afin de les réduire (statines, antinypsgen activité physique).

Traitements non pharmacologiques

Les interventions thérapeutiqgues non-pharmacolegiqauent un réle essentiel. Ce ne sont pas des
alternatives aux thérapies médicamenteuses. Bji@ssocient.

Le patient a notamment besoin de rester stimul&igbhgment et psychiquement. Ainsi, des activités
physiques (gymnastique, promenades), manuellesirieyipeinture), interactives (jeux de sociéte,
lecture des journaux par un soignant) qui favotisercontact social avec les proches, le personnel
soignant et les autres patients sont bénéfiquéss gérmettent de maintenir plus longtemps cergaine
capacités aussi bien cognitives que fonctionnelletonc une autonomie prolongée. Il en est de méme
pour les exercices qui ont pour but I'entrainengenta mémoire ainsi qu'une adaptation adéquate de
I'environnement du patient (logement, organisatienla journée)Association Alzheimer Suisse,
2012 : http://www.alz.ch/index.php/traitement.html).

La prise en charge du malade comprend aussi leescaiix proches. En effet, 'accompagnement est
difficile pour la famille qui peut s’épuiser. Emtague soignant, nous devons donc pouvoir répcadre
leurs questions, étre a I'écoute de leurs émotarsavoir les diriger vers les différentes posiés
d’aide (associations, soins a domicile, institutialisation). Il est aussi important d'offrir des
conditions de travail et une formation adéquates équipes soignantes qui sont confrontées a des
patients qui deviennent progressivement dépenddrgai peuvent étre agressifs a leur encontre. On
diminue ainsi le risque d’épuisement du personeetains et le glissement vers des comportements
inacceptables de la part de ce dernier (maltragmmtes patientg)Association Alzheimer Suisse,
2012).

Espoirs thérapeutiques

De nouveaux traitements sont a I'étude notammemsiguirs vaccins (immunothérapie active ou
passive) contre le peptiggeamyloide ou la protéine TgDelrieu et al. 2012) Une immunothérapie
active, testée chez la souris ciblant la protéiae, permet une diminution de cette derniére et une
conservation de la mémoire a court termeoquier et al. 2012. D’autres axes sont explorés
notamment dans une étude chez la souris qui déendefficacité du Bexaroténe (Targretin®),
traitement initialement pour le lymphome cutanéButes T, qui améliore I'élimination du peptifie
amyloide et permet un rétablissement des fonctiogaitives Cramer et al. 2012. Lefficacité de

ces deux dernieres études doit maintenant éteetsst I'étre humain.

2. Background et but du travail

Il existe de nombreuses études sur I'hippocampeerégion entorhinale responsables de troublea de |
mémoire, symptdmes qu’on associe souvent a la Mépe@dant, elle atteint également d’'autres
régions du cerveau notamment le lobe frontal ervquoant des troubles de la capacité de
planification et d’abstraction (dysfonctions exéees), des troubles du jugement et une agnosie.
L'étude se porte plus précisément sur la région(r-@hcore peu connue que nous décrivons ci-
dessous.

Page | 11



2.1 Région FC10
La région FC10 ou l'aire 10 de Brodmann

o4 Primary motor correspond a la partie antérieure du cortex
Premotor el , . .
conex comex  (BAY) préfrontal. Son volume, qui se situe entre 25 et

Dorsolateral
prefrontal cortex
(BA 9/48)

A

(BA 6)

30 cm3 Christoff et al. 2001 ; Semendeferi et
al. 200), est nettement supérieur chez
’humain comparé aux autres espéces
(Semendeferi et al. 2001 ; Holloway 2002
anteror promotor \' Y Son développement continue pendant I'enfance,
(BA 44/6) = Y I'adolescence et se termine a I'dge adulte. En
Ventrolatara\l—m , 5N o g ST
prefrontal cortex effet, c’est la derniére région qui se myélinise
(BA 47!45!49_) Ventral ]
Anterior - Posterior (Bon|n 1950

Rostral Caudal
TRENDS in Cognitive Sciences

Lateral
frontopolar

cortex

(BA 10).

Ventral

Figure 5. Région FC10 (rouge), Badre D. 2008

La couche | représente 11% de I'épaisseur du cdrtexouche Il posséde des cellules granulaires et
des cellules pyramidales. La couche lll, la plugigge, associée a la couche I, représentent 43% de
I'épaisseur du cortex. Dans la couche lll, la ¢adkes cellules pyramidales augmente au fur et mesur
gu’'on se rapproche de la couche IV. Cette derrestefine et posséde des cellules granulaires et
pyramidales. La couche V est épaisse et possededasscellules pyramidales mais elle est divisée e
deux parties, Va et Vb, la premiere ayant une ¢&mwsilulaire supérieure a l'autre. Les couchegtlV

V représentent 40% du cortex alors que la couchen/représente 6 % et contient des cellules
pyramidales et fusiformes. La région FC 10 contiaitd®54,4 millions de cellules dans I'hémisphere
droit (Semendeferi, 200l FC10, comparé aux autres aires corticales, eointine plus grande
densité d’épines dendritiques et un plus grand merdképines par cellule. Par contre, elle contient
une densité cellulaire moins importaniacobs et al. 2001

Figure 6. Région FC10 chez I'humain, Semendeferi et al. 2001
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FC10 est impliquée dans différentes fonctions dogrs supérieures comme la prise d'initiative, la
planification d’actions, la mémoire de travalluda et al. 1998; Lepage et al. 2000; Daffner et.a
2000, la résolution de problémes, le raisonnemerd etddulation du comportement.

FC10 est impliqué dans la mémoire prospective quinpt de maintenir en mémoire une action future
tout en effectuant une autre activité. On différerila mémoire prospective temporelle qui permet la
mémorisation d'une action a un temps donné ultéritula mémoire prospective des événements qui
permet de mémoriser une action a effectuer danssitnation future précise. Le cortex préfrontal
antérieur droit est responsable de la mémoire patiyye temporelle\olle et al. 201)

Selon lagateway hypothesife cortex préfrontal antérieur décide si le congroent ou la pensée sont
dépendants {snulus-oriented cognition ou non (#mulus-independent cognition pensées
autogénérées) de signaux sensoriels exteriBurgéss et al. 20010

En premier lieu, I'étude a pour objectif d'identifi qualitativement et de quantifier semi-
guantitativement au microscope optique, grace amdéthodes immunohistochimiques, différents
marqueurs de la MA comme les dépdts de protéinesamyloide et les Iésions neurofibrillaires
(NFT), ainsi que les changements de certaines ipestésynaptiques (NMDAR1, PSD-95,
synaptophysine), dans deux groupe de populatiandgatréles et AD). La région FC10 peut ensuite
étre comparée avec d'autres régions préalablentediéés avec la méme méthode, notamment la
région préfrontale FC9, les régions cingulaires €6R2CG25 et la région entorhinale, EC.

En paralléle, on cherche a identifier des microlésivasculaires avec une analyse qualitative du tis
cérébral au microscope optique. Pour ce faireecharche des hémorragies par la présence de dépots
de fer mis en évidence par une coloration de bée®misse, méthode immunohistochimique, dans la
région entorhinale et la région FC9, la région F@létant pas disponible, de cas AD et de cas
contréles.

Enfin, on cherche a trouver des corrélations péssiavec des marqueurs cliniques de la MA (tests
neurocognitifs effectués avant le décés chez lésma AD).

3. Matériel et méthodes

3.1 Cas étudiés
La premiere partie de I'étude porte sur 18 cag (abieau ci-dessous): 6 cas controles agés (émtre
ans et 89 ans) et 2 cas contrles jeunes (32 ad8 etns) qui ne présentent pas de troubles
neurologiques, et 10 patients diagnostiqués clangent par la Dresse S. Joray, gériatre, pour la MA
(cas AD) puis confirmés a l'autopsie.

Délai post- Groupe Cause du déces

mortem
(heures)

1 M 32 10 C Insuffisance cardiaque
2 M 43 10 C Insuffisance cardiaque
3 M 71 48 C Insuffisance cardiaque
4 F 71 72 C Hémorragie péritonéale
5 M 72 7 C Infarctus du myocarde
6 F 75 96 C Insuffisance cardiaque
7 F 77 48 C Carcinome pulmonaire
8 F 89 24 C Carcinome rénal

9 F 64 6 AD Bronchopneumonie
10 F 80 >26 AD Embolie pulmonaire
11 F 87 <24 AD Bronchopneumonie
12 F 87 >60 AD Bronchopneumonie
13 F 89 7 AD Bronchopneumonie
14 F 90 <24 AD Hémorragie digestive
15 F 92 <12 AD Bronchopneumonie
16 F 94 <24 AD Hémorragie digestive
17 F 96 7 AD Choc septique

18 F 101 37 AD Bronchopneumonie

Tableau 1 : Présentation des cas contrdles et AD de la région FC10. M : masculin ; F : féminin ; C : contrdle ; AD : cas Alzheimer
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La deuxieéme partie de I'étude porte elle sur defEaet des cas contrdles de la région FC9 et EC qu
répondent aux mémes critéres de sélection queaesi-cessus.

L'Institut Universitaire de pathologie (IUP) de Lsanne pratique une autopsie autorisée et préléeve le
cerveau, puis sur ce dernier, différentes régi@mélrales (région FC10, FC9 et EC dans notre cas).
Les prélevements sont ensuite conservés dans Imaldéhyde. LIUP pose un diagnostic
anatomopathologique pour la MA afin de confirmerdlagnostic clinique. Il établit notamment les
stades de Braak.

Le protocole d’étude a été accepté préalablemeriamammmission d’éthique de la recherche clinique
(FBM, protocole 121/05).

3.2 Méthodes immunohistochimiques
Dans notre laboratoire, le tissu cérébral des rigieC10, FC9 et EC, est enrobé dans un bloc de
paraffine, ensuite coupé en tranches de 20 um idggma avec le microtome (Reichert-Jung®). Les
coupes de paraffine et de tissu sont enfin morsiéedes lames (Menzel-Glaser®).

Dans la premiere partie de I'étude, les coupesmatées avec une méthode d'immunohistochimie
différente pour chaque bio-marqueur (deux coupes ¢as et par coloration) (procédures
immunohistochimiques en annexes) :

. Amyloide (DAKO M0872)

. AD2 (BIORAD 56484)

. Synaptophysine (ABCAM AB 7837)
. PSD-95 (ABR MA1-045)

. NMDAR1 (BD Pharmingen 556308)

Pour la deuxieme partie de I'étude, on utilise tecbnique de coloration de bleu de Prusse surda ba
d'un protocole établi & partir de publicationgletutres protocoles puis selon le protocole deR'IU
(protocoles en annexes).

3.3 Analyse au microscope optique
Les coupes de tissu cérébral colorées et montéatesuames peuvent étre analysées au microscope
optique a différents grossissements (1.0X, 2.5X%, ADX). Les différents marqueurs de la MA et les
protéines synaptiques peuvent ainsi étre analydén sine observation qualitative, semi-quantitative
ou guantitative. On travaille dans une piece sansdre afin d'optimiser la qualité de I'analyseir(vo
procédure en annexe).

3.4 Analyse semi-quantitative de la région FC10
Choisir une zone a analyser sur la coupe

On dessine au crayon sur une feuille A4 pour chagsaun croquis d’'une coupe en dessinant les
limites entre la substance grise et la substaragche. On fait une premiéere sélection des zones
potentiellement analysables sur ce croquis. Onrebsmsuite au microscope les deux coupes'du 1
cas pour toutes les colorations au grossissem2sik puis 2.5x puis 10x puis 20x. On choisit un
endroit de la coupe ou la substance grise estigeeti(pas dans une courbe du tissu) et suivie plus
profondément de substance blanche. Le tissu daleggnt étre intact et sans bulle d’air. On préfére
les zones ou la présence de marquage amyloide 2eaixlaire. Pour un cas, la zone est la méme
sur toutes les coupes. On fait pour chaque coupelilatos de repérage au grossissement 1.25x de la
zone sélectionnée tout en marquant la limite (tmige) entre la substance blanche et la substance
grise. L'opération est a répéter pour tous les @adfait aussi des photos au grossissement 1 2%et
selon la procédure en annexe.
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Analyse

L'analyse semi-quantitative consiste a observeptae sélectionnée a un grossissement de plus gn plu
fort jusqu'a 20x. On analyse alors la substanceegrion pas en comptant le nombre de cellules
marquées ou de plagues mais en appréciant quevetiteint le nombre de ces éléments au
grossissement 20x.

On établit des critéres reproductibles pour tosschs en utilisant I'échelle suivante : 0 = zé0g =
05;+=1;+(+)=15;++=2;++(+)=25+#=3; +++(+) =3,5; ++++ = 4.
0 (zéro) correspond a une absence totale de marglagorrespond a une trace de marquage (si une

seule cellule est marguée sur toute la coupe, ontkra 0+). + correspond a un faible marquagey ++
un marquage intermédiaire, +++ a un fort marquage-e+ au plus fort marquage.

Pour chaque coloration, les résultats de la régiérébrale FC9 ont été pris comme référence
(précédemment analysée par N. Fernandez).

Pour chaque cas, il y a deux coupes. Le résultat das pour un marqueur est la moyenne de
I'évaluation de ses deux coupes (exemple : ++ et++® +++). En cas de moyenne intermédiaire,
entre ++ et ++(+) par exemple, on choisira I'évitraqui représente le plus les deux coupes.

On analyse semi-quantitativement le nombre etille des plaques pour le marqueur béta-amyloide,
le nombre de NFT pour le marqueur AD2, le nombreceléules pour les marqueurs NMDAR1 et

PSD-95 et la densité du marqueur pour la synapsiply On regle la lumiere a 5,4 V pour les

marqueurs béta-amyloide, AD2, NMDAR1, PSD-95 ef7a\bpour la synaptophysine.

3.5 Analyse statistique
L’analyse statistigue des résultats semi-quarfstast effectuée avec le logici® Project for
Statistical Computinghttp://www.r-project.org/.

Afin de vérifier ’homogénéité et la normalité désnnées, un test de Shapiro et un test de Bavtlett
été effectués. La majorité des résultats a monteédgs valeurs ne respectaient pas la loi norraale,
p-value étant nettement plus élevée que 0,05. ®asécuent, un test non paramétrique, le test de
Wilcoxon a été effectué pour comparer la quantég différents marqueurs dans les cas controles et
dans les cas AD. Pour l'analyse des corrélatiotre @marqueurs, on utilise le test de Spearman.

4, Résultats

La région FC10 a été analysée qualitativement ati-gaantitativement pour les 5 marqueurs
(amyloide, AD2, NMDARL1, PSD95, synaptophysine). késultats de I'analyse semi-quantitative ont
permis de comparer dans la région FC10 les casatestet les cas AD mais aussi de comparer cette
région avec d’'autres régions préalablement étud@es également cherché a mettre en évidence des
corrélations entre le comportement des marqueurkeststades de Braak et le score de tests
neurocognitifs dans les cas AD. Une corrélatiomeelats marqueurs et I'age a aussi été cherchée chez
les deux populations de la région FC10.

4.1 Analyse qualitative et montages
Marqueurs dans la région FC10

Sur les 8 cas contrdles, 5 cas n'ont pas monpgeekence du marqueur amyloide. 3 cas controles sont
donc porteurs de ce marqueur. Chez les deux cak@plus agés (n°23 et n°24), on remarque une
absence du marqueur amyloide. On peut par consergdr des plaqueg-amyloide matures et
immatures dans les cas AD n°9, n°10 et n°13 (llostrations).

Pour le marqueur AD2, 2 cas contr6les (n°1 et rlé8)plus jeunes n'en sont pas porteurs. On trouve
par contre ce marqueur chez tous les cas AD cepguinet d'observer les dégénérescences
neurofibrillaires comme par exemple dans les c8smf’L0 et n°13 (voir illustrations).

Le marquage cellulaire & PSD-95 et a NMDAR1 estsgmé chez tous les cas dans les deux
populations. Le marquage a la synaptophysine €gatement (voir illustrations pour les cas coetsol
n°4/6/8 et les cas AD n°9/10/13).
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Région FC10: illustrations des coupes immunohistoamiques

Cas contrdles n°4, n°6, n°8, grossissement : 2,5x, lumiérelV55.7 V pour la synaptophysine

Marguage a myloide Marquage AD2 Marquag e synaptophysine

Figure 7 : Photos au microscope (grossissement 2,5x) de coupes de tissu cérébral de 20 d’épaisseur de la région FC10 avec un
marquage pour 'amyloide, AD2 et la synaptophysine chez 3 cas contrdles. Il y a absence de marquage pour 'amyloide et AD2 mais
présence d’'un marquage a la synaptophysine chez ces 3 cas, plus fort dans les deux premiers (N°4 et N°6).
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Région FC10: illustrations des coupes immunohistoamiques

Cas AD: n°9, n°10, n°13, grossissement : 2,5x, lumi&#t:V ; 5.7 V pour la synaptophysine

Marquage a myloide Marquage AD2 Marquage synaptophysine

Figure 8 : Photos au microscope (grossissement 2,5x) de coupes de tissu cérébral de 20 d’épaisseur de la région FC10 avec un
marquage pour I'amyloide, AD2 et la synaptophysine chez 3 cas AD. On observe un marquage pour I'amyloide (plaques matures et
immatures, pour AD2 (dégénérescence neurofibrillaire) et pour la synaptophysine chez les 3 cas AD.
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Région FC10: illustrations des coupes immunohistoamiques

Cas controles n°4, n°6, n°8, grossissement : 2,5x, lumiéret:\B.

Marquage NMDAR1 Marquage PSD-95

Figure 11 : Photos au microscope (grossissement 2,5x) de coupes de tissu cérébral de 20 d’épaisseur de la région FC10
avec un marquage pour NMDAR1 et PSD-95 chez 3 cas contréles. On y observe un marquage a NMDAR1 mais plus faible
chez le cas n°8. Le marquage a PSD-95 est présent dans les 3 cas.
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Région FC10: illustrations des coupes immunohistoamiques

Cas AD: n°9, n°10, n°13, grossissement : 2,5x, lumi&e:V

Marquage NMDAR1 Marquage PSD-95

Figure 12 : Photos au microscgpe (grossissement 2,5x) de coupes de tissu cérébral de 20p d’épaisseur de la région
FC10 avec un marquage pour DAR1 et PSD-95 chez 3 cas AD. On y observe un marquage a NMDAR1 et a PSD95.
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Analyse vasculaire qualitative

Dans les analyses basées sur notre protocoleoités pleus ont pu étre observés dans les vaisseaux
(voir Figure 16) mais étant beaucoup trop petlssne peuvent étre considérés comme un résultat
positif a la coloration. Un grand nombre de tadblesies diffuses dans la substance grise ainsi qu’un

coloration des fibres de myéline (voir Figure 1@hsl certains cas a également pu étre observés. Mais

il s'agit en fait d’artefacts. Dans les analyseséas sur le protocole de I''UP, aucune coloration
positive n’a pu étre mise en évidence.

Figure 16: cas AD, région EC, grossissement 20X

Figure 17: cas AD, région FC9, grossissement 20X
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4.2 Analyse semi-quantitative et analyse statistiques de la région FC10

Le tableau ci-dessous présente les caractéristidgeas contréles et des cas AD (sexe, age) ainsi
que les résultats de I'analyse semi-quantitative.

N° Groupe Sexe Age Amyloide AD2 Synaptophysine NMDAR1 PSD95
Nombres de Nombres de Densité Nombre de Nombre de
plaques cellules cellules cellules
1 C M 32 0 0 ++++ + ++
2 © M 43 0 0 ++++ +(+) ++
3 C M 71 + +(+) +++(+) ++ ++(+)
4 C F 71 0 + +++(+) + ++(+)
5 C M 72 0 + ++++ ++ ++(+)
6 C F 75 0+ + +++(+) + ++
7 C F 77 + 0+ +++(+) + +++
8 C F 89 0 0+ ++(+) 0+ +++
9 AD F 64 +++(+) ++++ +++(+) 0+ +++
10 AD F 80 ++(+) ++(+) +++(+) + ++(+)
11 AD F 87 ++(+) +(+) +++(+) + ++(+)
12 AD F 87 0+ 0+ +++ + ++
13 AD F 89 ++ +++ +++(+) +(+) +++
14 AD F 90 +(+) + +++(+) ++++ +++(+)
15 AD F 92 0+ 0+ 444+ +(+) +++
16 AD F 94 + 0+ ++(+) 0+ 0+
17 AD F 96 0 +++ ++++ + +
18 AD F 101 0 0+ +++ + +++

Tableau 2: Présentation des cas et résultats de I'analyse semi-quantitative de la région FC10. C: cas contrdle ; AD : cas
Alzheimer ; M : masculin; F: féminin; 0: absence de marquage; 0+: présence de trace de marquage; +: faible
marquage ; ++ : marquage intérmédiaire; +++ : marquage important ; ++++ : marquage trés important
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Le tableau ci-dessous illustre pour une partiecdssAD, I'age, le stade de Braak, le score MMS,

CDR, NPL.
Stade de
Braak
10 80 \Y 18 2 17
11 87 Vv 0 3 24
12 87 1l 6 3 44
13 88 v 20 1 4
14 90 Vv 20 1 16
17 95 v 26 0. 4
18 101 i 13 2 4
Tableau 3 : Présentation de 7 cas AD (10-14 ; 17-18) avec les stades de Braak (I-1I-lI-IV-V-VI) et le score des tests cognitifs

connus: score MMS:Mini-mental state (0-30); score CDR: Clinical dementia rating (0.5-1-2-3); score NPI: Neuropsychiatric

Inventory (0-40).
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Région FC10 : comparaison entre les cas controles et les cas AD

L’analyse se porte sur 6 cas controles (n°3 aet’&s 10 cas AD (n°9 a n°18). Les deux premier cas
contréles (n°1 et n°2) ne sont pas inclus du faikedr jeune age, respectivement 32 ans et 43 ans.

On a ainsi comparé nos deux types de populationpettre en évidence des différences pour chaque

marqueur (amyloide, AD2, synaptophysine, NMDAR1DFE) dans le graphique ci-dessous (Box-
plots).

FC10 Region

]

Amyloide (p-value = 0.108)

AD2 (p-value = 0.025)
Synaptophysine (p-value = 0.904)
NMDAR1 (p-value = 0.816)
PSD-95 (p-value = 0.910)
Significatif

+x DHEN[

Biomarker Estimation

CcC AD C AD C AD C AD C AD

Stains

Graphique 1: Box-plots illustrant la quantité estimée (0; 0.5; 1; 1.5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4) pour chaque marqueur
(amyloide, AD2, synaptophysine, NMDAR1, PSD-95) dans les cas contréles (C) et les cas AD de la région FC10.

Dans la région FC10, on constate que le marque & significativement plus élevé dans les cas
AD comparé aux cas contrbles avec le test de Whlaofp-value = 0.025). On observe aussi une
augmentation non significative de I'amyloide dagsdas AD comparé aux cas contrbles ainsi qu’'une
légére augmentation de PSD-95 également dans fe#\Da La synaptophysine et NMDAR1 ne
montrent aucune différence significative entre desix types de populations. Leur présence y est
comparable.

En utilisant le test de Spearman, on trouve aussi eorrélation positive dans les cas controleseelar
synaptophysine et NMDAR1 (p-value = 0.045 et leficient de corrélation: rho= 0.821).

On trouve donc dans les cas atteints par la MAs dielt DNF (Significatif = S), une tendance plus
marquée de plaqu@samyloide et dans une moindre mesure de protémepsiggue PSD-95.
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Comparaison des régions préfrontales FC10 et FC9

On a comparé pour chaque marqueur (amyloide, AldZamEophysine, NMDAR1, PSD-95) les cas
contrbles de la région FC10 avec ceux de la régio8 ainsi que les cas AD entre ces deux régions
afin de mettre en évidence des différences dagealghique ci-dessous (6 cas contrdles et 10 cas AD
communs aux deux régions).

Comparaison région FC9/FC10 . Significatif
B FCY EFC10
3.50
3.00 %
2.50 ! ' ¥
1

2.00
1.50
1.00
.50
C.00

C AD C AD C AD C AD C AD

Al% NFT Synaptophysin PSD-S5 NMDARL

Graphique 2: Colonnes illustrant la quantité estimée (0; 0.5; 1; 1.5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4) pour chaque marqueur
(amyloide, AD2, synaptophysine, PSD-95, NMDAR1) dans les cas contrdles et les cas AD de la région FC10 et de la région
FC9.

Il'y a une différence significative entre les cd3 £t les cas contrbles dans la région FC10 et dans
région FC9 pour les DNF et les plaques sénilesesmtance a étre plus présents dans les cas AD dans
ces deux régions.

Il n'y a pas de différence significative entre ¢@s AD pour les marqueurs pathologiques entre FC10
et FC9.

Et la présence de ces plaques dans les cas ADreglée entre les régions préfrontalpsafnyloide : p-value =
0.00083, rho = 0.878)

Pour les protéines synaptiques, il n'y a pas dérdifice significative entre les cas controles ®ths

AD dans la région FC10 et FC9. On remarque cepérglasn PSD-95 a tendance a étre plus présent
dans les cas contrbles que dans les cas AD daégitan FC9 alors que dans la région FC10, PSD-95
est présent de maniere comparable entre les dqugtions ce qui également le cas du récepteur
NMDA et de la synaptophysine dans les deux régions.

En les comparant, on met en évidence que PSD-9plestprésent dans la région FC10 avec une
tendance entre les cas controles et une différgigodicative entre les cas AD (S: p-value = 0.037)

Le récepteur NMDA est plus présent dans la régiof gue dans la région FC10 avec une tendance
dans les cas contréles et une différence signifieatans les cas AD (S: p-value = 0.042). La présen
de la synaptophysine a tendance a étre plus imgertians la région FC10 dans les deux populations.

Et dans les cas AD, la présence de la synaptophgsincorrélée entre les régions préfrontales fdggphysine:
p-value = 0.0028, rho = 0.832).
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Ainsi, dans les deux régions, on constate une gilasde quantité de DNF (S) et de plaques séniles
(tendance) dans les cas atteints de la MA. Ensreds AD des deux régions préfrontales, il n'y & pa
de différence significative pour les marqueurs plifiques. La présence des DNF et de la
synaptophysine est corrélée entre les deux régimfsontales. Cependant, on constate une présence
plus marquée (S) de la protéine synaptique NMDARMbsdla région FC9 et une présence plus
marquée (S) de PSD-95 dans la région FC10.

Comparaison par régions fonctionnelles : FC9/FC10, CG24/CG25/EC pour chaque
marqueur

On a regroupé des régions cérébrales selon leatidonafin de les comparer entre elles (15 cas
communs a toutes les régions : 5 cas controle8 ead AD): la région FC10 et la région FC9 forment
les régions préfrontales, les régions CG24 et Ci@bent les régions cingulaires. A ceci, s’ajowte |
région EC, région entorhinale. On compare ces rdiffies régions fonctionnelles afin de mettre en
évidence des différences vis-a-vis du comportemaéat chaque marqueur (amyloide, AD2,
synaptophysine, NMDAR1, PSD-95) selon les régidris ¢as communs a toutes les régions : 5 cas
contrbles et 10 cas AD). Les régions FC9, cingetait entorhinale ont été étudiées antérieurement
par N. Fernandez et T. Volonakis.

Le graphigue ci-dessous (Box-plots) représenteubntité estimée pour le marqueur amyloide chez
les deux types de populations dans les régionsgmtéfes, cingulaires et entorhinale.

Amyloid

Régions préfrontales Régions cingulaires Région entorhinale

FC10
FC9
CG24
CG25
EC

= — - -
1
1
|
1
|
- 1
1 |
1 1
1 |
1 1
| 1

I
EEEE]

Biomarker Estimation

C AD C AD C AD C AD C AD

Stains

Graphique 3 : Box-plots illustrant la quantité estimée (0; 0.5;1; 1.5;2; 2,5; 3; 3,5; 4) du marqueur amyloide dans les
cas contrdles (C) et les cas AD des régions frontales (FC10/FC9), des régions cingulaires (CG24/CG25) et de la région
enthorinale (EC).

On observe une plus grande quantité de marquaglia@ydans toutes les régions dans les cas AD.
Cependant, il n’y a pas de différence significataxec les cas contrbles. De plus, on ne trouve pas
différence significative entre les cas controlesadges les régions. Il en est de méme pour leé\bas

On ne trouve donc pas de différence significativieecles différentes régions fonctionnelles dass le
deux types de populations.

Dans les cas contrbles, la présence du mardisaunyloide dans la région FC10 est corrélée avee del la
région CG25 (p-value = 0.028, rho = 0.916) et cdtida région EC (p-value = 0.046, rho= 0.883) saabjuie la
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présence de ce marqueur dans la région FC9 esté@mavec celle de la région CG24 (p-value = <-2@aho=
1).

Dans les cas AD, la présence du marqeamyloide est corrélée dans les régions frontgdeslfue = 0.004,
rho= 0.846) et dans les régions cingulaires (pe/atu6.859e-05, rho= 0.953). De plus, sa présenns s

régions préfrontales est corrélée avec celle demségions cingulaires (FC10-CG24 : p-value = M800ho=

0.919 ; FC10-CG25 : p-value = 9.146e-05, rho= 0,$4%0-CG24: p-value = 0.001, rho= 0.798 ; FC9-CG®5:
value = 0.0029, rho= 0.859). Pour finir, sa présethans la région CG24 est corrélée avec celle deglan EC

(p-value = 0.054, rho= 0.656).

Dans les cas atteints de la MA, on constate doedegiplaguef-amyloide ont tendance a étre plus
présentes que dans les cas épargnés par la mdkausetoutes les régions étudiées. De plus, la
présence des plaques dans les régions préfromstieorrélée a celle des régions cingulaires. Entre
ces derniéres, leur présence est également codéléeles cas AD. Toujours chez ces derniers, la
présence des plaques dans la région CG24 esté@mmétc celle de la région entorhinale.

Le graphique ci-dessous (Box-plots) représenteubniifé estimée pour le marqueur AD2 chez les
deux types de populations dans les régions préflesjtcingulaires et entorhinale.
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Graphique 4 : Box-plots illustrant la quantité estimée (0; 0.5; 1; 1.5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4) du marqueur AD2 dans les cas
contréles (C) et les cas AD des régions frontales (FC10/FC9), des régions cingulaires (CG24/CG25) et de la région
enthorinale (EC).

Dans les régions cingulaires, les régions préftestat la région entorhinale, le marqueur AD2 est
plus élevé dans les cas AD. Cependant, la différefest pas significative dans la région entorlgnal

Dans les cas contrdles, le marqueur AD2 est sagtifiement plus élevé dans la région CG25 et dans
la région EC que dans la région FC9 et dans l@négic24 (CG25-FC9 : p-value = 0.019; EC-FC9 et
CG24: p-value = 0.0117). Dans les régions cingedaiAD2 est donc significativement plus élevé
dans la région CG25 que dans la région CG24 (peval0.019). De plus, AD2 est significativement
plus élevé dans la région EC que dans la régiorsG@2alue = 0.023).
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Dans les cas AD, le marqueur AD2 est significatieatmplus élevé dans les régions CG25 et EC
comparé a la région CG24 (CG24-CG25: p-value =8).0%524-EC : p-value = 0.024). Comme dans
les cas contrdles, on remarque une différencefgigtive entre les régions cingulaires.

Dans les cas contrbles, la présence du marqueur dsD2 la région FC9 est corrélée avec celle dédmm
CG24 (p-value < 2.2e-16, rho= 1).

Dans les cas AD, la présence du marqueur AD2 estlée dans les régions préfrontales (p-value 38).tho=

0.694) et cingulaires (p-value = 0.008, rho= 0.8@3) présence est aussi corrélée entre les régimydaires et
la région entorhinale (CG24-EC: p-value = 0.05&=19.653; CG25-EC: p-value = 0.004, rho= 0.846urHa

région FC10, la présence du marqueur AD2 est @mrélec celle des autres régions soit la région K39
régions cingulaires (CG24 : p-value = 0.008, rho808; CG25 : p-value = 0.00025, rho= 0.931) etégian

entorhinale (p-value = 0.0048, rho= 0.837).

En résumé, on peut relever les points suivants :

« Les DNF montrent seulement une tendance a l'augti@midans la région entorhinale vis a
vis des contréles.

« De plus, les cas contréles montrent dans la régmne quantité de DNF importante,
supérieure aux régions cingulaires (S), a la régiof (S) et a la région FC10 (tendance). On
peut dire que c'est la région la plus touchée Egeezontroles.

« Au contraire, les DNF sont significativement (Q)pprésentes dans les régions préfrontales
et cingulaires des cas atteints de MA comparésasicontroles.

« Toujours dans les cas de MA, les DNF montrent aussitendance a étre plus présentes dans
la région EC que dans la région CG25, mais ellas@as présentes dans ces deux régions
gue dans la région CG24 (S) et dans les régiotisoptéles (tendance).

- ll'y a donc une différence significative entre diesix régions cingulaires CG24 et CG25.

« Drautre part, dans les deux régions préfrontaled &3C10, on trouve un niveau similaire de
DNF, comparable a la région CG24.

« De plus, la présence de DNF dans la région FC1€oesilée a celle de toutes les autres
régions.
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Le graphique ci-dessous (Box-plots) représenteidaiité estimée pour la synaptophysine chez les
deux types de populations dans les régions préflesjtcingulaires et entorhinale.
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Graphique 5 : Box-plots illustrant la quantité estimée (0;0.5;1;1.5;2; 2,5; 3; 3,5; 4) de la synaptophysine dans les cas
contréles (C) et les cas AD des régions frontales (FC10/FC9), des régions cingulaires (CG24/CG25) et de la région
enthorinale (EC).

Dans les cas AD, la synaptophysine est signifieatient plus élevée dans la région EC que dans la
région FC9 (p-value = 0.050). Dans les cas corgr@acune différence significative n'a été mise en
évidence entre les différentes régions fonctioesell

Dans les cas contrbles, la présence de la synapsioghdans la région FC9 est corrélée avec cetie darégion
EC (p-value < 2.2e-16, rho=1).

Dans les cas AD, la présence de la synaptophysineoerélée dans les régions préfrontales (p-val0e001,
rho= 0.892) et cingulaires (p-value = 0.0305, rllo#l4). Sa présence dans les régions cingulaiteaglée
avec celle de la région FC10 (FC10-CG24 : p-val@e(46, rho= 0.763; FC10-CG25 : p-value = 0.0008zr
0.904) ainsi que celle de la région EC (CG24-EGvalpe = 0.056, rho= 0.653 ; CG25-EC : p-value 658,
rho= 0.648). De plus, la présence de la synaptopéydans la région FC9 est corrélée avec celledédion
CG25 (p-value = 0.005, rho=0.832).

On constate donc dans les cas atteints de la M& puésence plus marquée (S) de synaptophysine
dans la région entorhinale que dans la région F@B worrélée entre les deux régions cingulaires.
Une corrélation existe également entre la régiofi &Qa région CG25 et entre les régions cinguaire
et la région FC10 ainsi que la région entorhinteprésence dans la région EC et CG25 est similaire
entre les cas AD.

Le graphique ci-dessous (Box-plots) représent@dantité estimée pour le marqueur NMDAR1 chez
les deux types de populations dans les régionsomtéfes, cingulaires et entorhinale.
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Graphique 3 : Box-plots illustrant la quantité estimée (0; 0.5;1; 1.5;2; 2,5; 3; 3,5; 4) du marqueur NMDAR1 dans les
cas contrdles (C) et les cas AD des régions frontales (FC10/FC9), des régions cingulaires (CG24/CG25) et de la région
enthorinale (EC).

Dans la région CG25 et la région EC, le marqueuD¥R1 est significativement plus élevé dans les
cas AD.

Dans les cas contr6les, le marqueur NMDAR1 estifsigtivement plus élevé dans la région EC que
dans la région FC10 (p-value = 0.05).

Dans les cas AD, le marqueur NMDAR1 est signifieatient plus élevé dans la région CG25 et la
région EC que dans les régions préfrontales (FG&Q5C p-value = 0.004; FC10-EC : p-value = 0.01;
FC9-CG25 p-value = 0.009; FC9-EC : p-value = 0.008)

Dans les cas contrdles, la présence de NMDARL1 Barégion FC10 est corrélée avec celle de la régiéR5
(p-value < 2.2e-16, rho=1).

Dans les cas AD, la présence de NMDAR1 dans l@néGiG25 est corrélée avec celle de la région Ezalpe
=0.0007, rho= 0.906).

On retrouve donc dans les cas atteints de la MA&, présence plus importante (S) du récepteur
NMDARZ1 dans la région CG25 et dans la région emmath que dans les cas épargnés par la maladie
ainsi qu’une tendance dans la région CG24. De plisécepteur est plus présent (S) dans la région
CG25 et dans la région entorhinale que dans laenggréfrontales dans les cas AD. Par contre, sa
présence dans la région CG25 est corrélée a eelkerégion entorhinale.

Le graphique ci-dessous (Box-plots) représentei¢atité estimeée pour le marqueur PSD-95 chez les
deux types de populations dans les régions préfiestcingulaires et entorhinale.
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Graphique 4 : Box-plots illustrant la quantité estimée (0;0.5;1;1.5;2;2,5; 3; 3,5 ; 4) du marqueur PSD-95 dans les cas contrdles (C) et
les cas AD des régions frontales (FC10/FC9), des régions cingulaires (CG24/CG25) et de la région enthorinale (EC).

Dans les régions cingulaires, le marqueur PSD-BSigsificativement plus élevé dans les cas AD.
Dans les cas controles, le marqueur PSD-95 esifis@ivement plus élevé dans les régions
préfrontales que dans la région CG25 (FC10-CG2hlpe = 0.014; FC9-CG25: p-value = 0.025) et
également plus élevée dans la région FC10 queldanggions cingulaires (FC10-CG24: p-value =
0.042; FC10-CG25: p-value = 0.014).

Dans les cas AD, PSD-95 est significativement plagé dans la région CG24 que dans la région FC9
(p-value = 0.002). Il en est de méme dans les négmréfrontales ou PSD-95 est significativement
plus élevé dans la région FC10 que dans la régih(p-value = 0.017).

Dans les cas contrdles, la présence de PSD-95ldaggion FC10 est corrélée avec celle de la régi@24 (p-value =
0.005, rho= 0.973).

Dans les cas AD, la présence de PSD-95 dans lanré2G25 est corrélée avec celles de les régionsoptéfes (FC10-
CG25 : p-value = 0.045, rho= 0.677 ; FC9-CG25 : pwa.001, rho= 0.897).

On retrouve donc dans les cas atteints de la MAégens cingulaires, plus de PSD-95 (S) que dans
les cas épargnés par la maladie ainsi qu'une légadance dans la région EC. PSD-95 est également
moins présent dans les cas AD de la région FC9 paoima la région CG24. Une corrélation est
cependant constatée entre les régions préfrorgalis région CG25. La présence de PSD-95 y est
similaire a celle de la région CG24.
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Région FC10 : corrélation entre les stades de Braak et les marqueurs (cas AD)

Une corrélation entre les stades de Braak (I-HAHVI) et chaque marqueur (Amyloide, AD2,
Synaptophysine, NMDAR1, PSD-95) a été cherchée 10 cas AD de la région FC10, illustrée
dans le graphique ci-dessous (Box-plots).

Cependant, aucune corrélation significative n’&pa mise en évidence.

Région FC 10 : corrélation entre I’dge et les marqueurs (cas controles)

Une corrélation entre I'age des 6 cas controlehatjue marqueur (Amyloide, AD2, Synaptophysine,
NMDAR1, PSD-95) a été cherchée, illustrée dansapltque ci-dessous.

Cependant, aucune corrélation significative n’@&a mise en évidence.

Une corrélation entre I'dge des 10 cas AD et chawaigjueur (Amyloide, AD2, Synaptophysine,
NMDAR1, PSD-95) a été également été cherchéetrilaslans le graphique ci-dessous.

Une corrélation négative entre I'age et le marqanyloide a été mise en évidence. Ainsi, avec J'age
la quantité dg-amyloide diminue dans les cas atteints de la MAsda région FC10.

On observe cependant sur le graphique que la t¢giaddéi DNF et de PSD-95 diminuent avec
I'avancement en age.
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Graphique 5 : Représentation de la relation entre I’dge des cas AD et la quantité estimée (0;0.5;1;1.5;2;25;3;3,5;
4) de chaque marqueur (amyloide, Ad2, Synaptophysine, NMDAR1, PSD-95) dans la région FC10.

Région FC10 : corrélation entre les tests cognitifs et les marqueurs

Une corrélation entre le score de trois tests reaguitifs (MMS, CDR, NPI) avec chaque marqueur
(Amyloide, AD2, Synaptophysine, NMDAR1, PSD-95) zhes 10 cas AD a été cherchée, illustrée
dans les graphique ci-dessous.

Aucune corrélation significative n'a pu étre miseéwidence entre les 3 tests et les marqueurs.
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5. Discussion
5.1 Pathologie et role de la région FC10

L'étude de la région FC10 a pour but de comprefitnglication dans la maladie d’Alzheimer, d’'une
région peu connue dont le développement se poytsgjti'a I'age adulte. La MA atteint en premier
lieu I'hippocampe et la région entorhinale et damge évolution plus tardive le cortex frontal,
notamment la région FC10 qui joue un rble importens plusieurs fonctions cognitives comme la
mémoire de travail (mémoire a court terme) et lanwmiée prospective. La prise d'initiative, la
planification des actions, la résolution des prof@s, le raisonnement et la modulation du
comportement sont d’autres capacités cognitivetbaétes a la région FC10. Quand cette derniére est
atteinte par la MA, elle contribue a la progressi® la démence, notamment par les pertes de
mémoire et les troubles de la modulation du congmoent, fonctions exécutives.

Deux marqueurs pathologigues de la MA ont ainsiédtéliés: les plagugsamyloide (marquage
amyloide) et les dégénérescences neurofibrillédéd-) (marquage AD2).

L'hypothése de la cascafleamyloide donne le réle central au peptidamyloide, a l'origine de la
cascade pathologique menant a la MA. Selon plusiéludesTakashima et al. 2009 Querfurth et
al. 2010, les DNF sont un bon marqueur de la sévérit@adéA.

Cependant, dans l'analyse qualitative, on trouve 8iwcas non-diagnostiqués pour la MA (cas
contréles), 3 cas qui sont porteurs de plagasyloide. De plus, les deux cas atteints de la(b&s

AD) les plus 4gés n’en sont pas porteurs. POUDME, on les retrouve aussi bien dans les cas AD que
dans les cas contrbles (sauf chez les deux plag$u

Dans l'analyse semi-quantitative, les cas AD onhtnéoune seule différence significative comparés
aux cas contrdles : une plus grande quantité déndégscence neurofibrillaire. Les plagues
amyloide sont certes présentes en quantité plusriemge dans les cas AD, cependant la différence
n'est pas significative.

Ainsi, sur 2 marqueurs pathologiques, seuls legnié&gscences neurofibrillaires dans la région FC10
sont significativement plus présentes dans lef\Baque dans les cas contrbles. De plus, on retrouve
chez ces derniers, la présence d'un ou des deupieas.

Plusieurs étudesWhite et al. 2005; Schneider et al. 2007, 2009 Haroutunian et al. 2009
contestent le réle qu'on attribue a ces deux manguet avancent que la physiopathologie de la MA
évolue avec l'avancement en age et qu'elle eésidtat de plusieurs mécanismes neuropathologiques
comme les corps de Lewy ou les Iésions vasculaimgdus des plaques séniles et des DNF.

De plus, une études¢hneider et al. 200y a montré que la quantité des DNF et de plaqueitesé
chez des cas agés atteints de la MA, était comigadatelle de sujets également agés mais épargnés
par la maladie. La présence de ces deux marquewsrait donc pas exclusive a la MA. En effet, on
retrouve ces deux marqueurs dans le processu®illissement physiologique.

Pour finir, une étudeHyrten-Lyons et al. 2009 a étudié des cerveaux de sujets agés. Ils ostateén
gue malgré la présence de plaques séniles et de IBNB capacités cognitives étaient maintenues
pour autant que le volume cérébral et de I'nipp@easoit conservé. Ce dernier critére pourrait alors
étre un bon marqueur de la sévérité de la MA.

Le réle de ces deux marqueurs dits pathologiquesdmnc étre contesté. Cependant, dans les régions
préalablement étudiées dans notre laboratoire (B&24, CG25, FC9 et FC10), malgré I'absence de
différence significative, on retrouve plus de plesjséniles dans les cas AD que dans les cas @mtrol
De plus, la présence des DNF semble étre plusfepéicar on retrouve aussi bien dans les régions
préfrontales que dans les régions cingulaires watijé de DNF supérieure dans les cas AD en
comparaison des cas contrdle.
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Notre étude s’est aussi intéressée a un autre mséwarphysiopathologique de la MA: I'atteinte
synaptique (perte et dysfonctionnement de la swapainsi, 3 protéines synaptiques ont été
analyseées: le récepteur NMDAR1, la protéine PS[@t9& synaptophysine.

Les deux premieres sont des éléments du compattipostsynaptique et sont liées entre elles. Elles
interviennent notamment dans la plasticité synaptida synaptogénese et dans les processus de
meémorisation et d’apprentissage. On a donc chexahéttre en évidence une différence significative
gquant aux comportements des ces deux élémentstanpode la synapse entre les cas contrbles et les
cas AD. Il a été fait de méme pour la synaptopheysin

Deux études dans la région entorhinale et danégiam préfrontale FC9.éuba et al. 2008 Leuba

et al. 2009 montrent une augmentation de la protéine PSDJ88. autre étudd_éuba et al. 2012to

be published/in press) a montré cette fois une auagation de la protéine NMDAR1 dans les cas AD
dans la région FC9. Ces processus pourraient égendcanismes de compensation. Dans notre étude
de la région FC10, on constate une augmentatiommine PSD-95 dans les cas AD cependant la
différence avec les cas contrbéles n’est pas satifie. Quant & NMDARL, il n’y a pas de différence
significative entre les cas contrbles et les cas AD

Plusieurs études ont constaté une diminution deymaptophysine chez des cas AD dans le cortex
frontal mais également dans la région entorhinadeilja et al. 2008. Dans une des études du cortex
frontal Head et al. 2009, on met en évidence une augmentation de la syphpsine chez des sujets
agés de plus de 90 ans qui présentent des traudgedifs mais pas encore les criteres d'une déeenc

Il pourrait s'agir d'un mécanisme de compensatransttoire. Par contre, les sujets atteints de
démence montrent une diminution de la synaptopbydime deuxiéme étuddlésliah et al. 200)
constate une diminution progressive de cette pretévec la progression de la démence dans le cortex
frontal. Cependant, une autre étutleuba et al. 2003 dans la région préfrontale FC9 n’a mis aucune
différence significative entre les cas atteintpargnés par la maladie.

Notre étude n'a cependant pas montré de différemgeificative quant a la présence de la
synaptophysine entre les cas controles et les Padaks la région FC10. On observe cependant en
plus d’'une grande variabilité de marquage dansléesx populations, une petite tendance a une plus
grande présence de synaptophysine chez les cas AD.

On a cherché aussi a mettre en évidence des ligresles marqueurs aussi bien dans la population
AD que dans la population contrble. Dans cette idegnla présence de la protéine NMDAR1 est
corrélée avec celle de la synaptophysine. Il rpasa d’autre corrélation.

Stades de Braak

Selon plusieurs études, les dégénérescences ieiiafes sont corrélées avec le stade de séwdeité

la MA. L'évolution de la répartition des DNF damsderveau est classée selon les stades de Braak. On
a donc cherché a mettre en évidence des corr&atioine ces stades et les DNF mais aussi avec les
plaqueg3-amyloide et les 3 protéines synaptiques. Une éflads le cortex frontal a permis de mettre
en évidence chez des cas AD trés agés (oldest=@ld, ans) une corrélation positive entre la
synaptophysine et les stades de Bratdad et al. 200%.

Il n'a cependant été mis en évidence aucune ctiorélentre ces stades (disponibles pour 7 cas AD su
10) et les quatre derniers marqueurs en plus ddés DN

De plus, selon la définition des stades de Braaly'est qu'a partir du stade V, stade cortical, Igse
DNF sont présentes dans tout le cortex cérébralsSkux cas ont un stade de Braak V mais on y
retrouve seulement un faible marquage pour les B&its la région FC10. Ensuite, 3 cas ont un stade
de Braak IV, stade limbique, mais on y retrouve @artre un marquage important dans FC10. Pour
finir, 2 cas ont un stade de Braak Ill, stade ligunigi également ou on retrouve uniqguement des traces
de marquage.

On constate donc que les cas avec un stade I\ stades DNF ne sont pas censées selon la
classification s’étendre dans tout le cortex c&elunt un marquage plus important que les cas avec
un stade V parmi nos 7 cas dans la région FC10.
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On pourrait d’'une part penser que ces stades pasteté définis assez précisément a l'autopsie. En
effet, une étudeAlafuzoff et al. 200§ a montré qu'une évaluation concordante des sBde, faite

par des neuropathologistes sur des coupes immuachisiques, atteignait 50% en cas de stade | et
Il et 90% en cas de stade V et VI.

D’autre part, la progression des stades de Brae&t gas toujours linéaire et la région préfrontale
FC10 pourrait étre plus variable de par sa foncliée a la personnalité, propre a chacun et aux
troubles des fonctions exécutives et de 'humeur.

Les stades de Braak ne sont donc pas corréléd’avelution de la progression des DNF dans notre
étude. La détermination du stade neuropathologigua MA pourrait étre imprécis.

Tests neurocognitifs

Les cas AD diagnostiqués cliniguement ont ausséesdués a I'aide de tests neurocognitifs auxquels

on attribue un score, permettant d’évaluer la pdeg capacités cognitives d’'un sujet. On a donc

cherché a mettre en évidence des corrélations easrescores et le comportement des 2 marqueurs
pathologiques et des 3 marqueurs synaptiques @sezas atteints de la MA. Cependant, on n'observe
aucune corrélation.

L'observation des graphiques met en évidence dedanees contradictoires, par exemple une
présence élevée de DNF quand le score du MMS e @t quand le score du CDR est bas. Par
contre, la présence diminuée des plagiamyloide et des DNF est liée respectivement &caresdu
MMS et du NPI élevé.

Ces 3 tests ont été utilisés pour aider au didgndgique de la MA. Cette absence de corrélagon
les tendances contradictoires nous indiquent datit utiliser ces tests avec prudence dans notre
étude. Cependant, cela peut ne rien signifier dudn raison du petit nombre de cas !

5.2 Spécificités des régions préfrontales FC9 et FC10

La région FC10 et la région FC9 sont deux régioefrgntales adjacentes. On a cherché a savoir si
elles se comportent d'une maniere similaire delgar proximité ou si elles différent quant aux
comportements de nos 5 marqueurs.

Une étude sur la présence des DNF dans la régidn@@siére et al. 2008a permis de mettre en
évidence une absence de DNF dans les cas contndissune haute densité dans les cas AD. Dans
une étude de la région FC9 faite préalablement deie laboratoire N.Fernandez, 201}, on
observe une différence (significative) entre les cantrdles et les cas AD pour ce marqueur
pathologique et une plus grande présence de agémriles (tendance) phénomene également
observé dans notre étude. De plus, la quantitéeseeux marqueurs ne différe pas significativement
entre les cas AD des deux régions préfrontales.

Pour les protéines synaptiques, il n'y a pas d@érdifice significative entre les cas AD et les cas
contrbles dans les deux régions. La présence dgyraptophysine et de NMDAR1 est méme
comparable entre les cas AD et contréles dansdes tégions. Plusieurs études(ba et al. 2008,
2009, 2012 montrent une augmentation de PSD-95 et de NMDAR®Ts la région FC9 chez les cas
AD mais aussi de la synaptophysine dans le cormxdl chez des cas avec des troubles cognitifs
mais sans démencéidad et al. 2009) Ces phénomeénes, interprétés comme un mécanisme de
compensation, sont absents dans notre étude.

Par contre, on constate une présence plus mar@)éde(la protéine synaptique NMDAR1 dans la
région FC9 dans les cas AD avec une tendance ésigas contrdles et une présence plus marquée (S)
de PSD-95 dans la région FC10 avec une tendancelesicas controles. Le récepteur NMDARL1 et
PSD-95 sont liés de par leur fonction et leur $tmgc On pourrait donc s'attendre a une corrélation
entre la présence de PSD-95 et celle de NMDAREdesrcas AD des deux régions préfrontales mais
inexistante dans notre étude. La synaptophysinégaement plus présente (tendance) dans les cas
AD et contréles de la région FC10.
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PSD-95 et la synaptophysine sont donc plus présiamis la région FC10 aussi bien chez les cas AD
que les cas contréle tandis que NMDAR1 est plusgmé dans la région FC9 dans les deux
populations.

La MA débute dans le cortex entorhinal et I'hippope, puis s'étend progressivement a toutes les
régions du cortex cérébral notamment le cortexronédl dont font partie les régions FC10 et FC9.
Deux études comprenant les mémes cas ont monte2éatiution de la MARussiére et al. 2003 ;

Hof et al. 2003 ou des cas avec un score CDR situé entre 0 gpr@dentaient déja une certaine
gquantité de DNF dans le cortex entorhinal et I'nggmpe alors que leur présence dans le néocortex se
remarquait dans des cas avec un score CDR a 2ofpacant les deux régions préfrontales aux
régions cingulaires et entorhinale, on cherche #renen évidence des spécificités propre a ces
régions.

Dans notre étude, les deux régions préfrontalestrerantout d’'abord une présence de DNF et de
plagues séniles plus importante (S et tendancey kdancas AD que dans les cas contrbles ce qui est
également le cas dans les autres régions.

Ensuite, les régions préfrontales ne montrent pasdifférence significative avec les régions
cingulaires et la région entorhinale dans les cAsgfiant a la quantité des marqueurs pathologiques
De plus, la présence des plaques séniles dangdems préfrontales est corrélée avec celles des
régions cingulaires tandis que la présence des @afis la région FC10 est corrélée avec celles des
régions cingulaires et celle de la région entoikina

Dans les cas AD de la région entorhinale, la qtéadié DNF est importante et supérieure aux autres
régions (S et tendance) et on constate un compentesimilaire des DNF dans les cas contréles. Mais
avec le vieillissement physiologique, des DNF patnétre déja présenteSdhneider et al. 200y
dans la région entorhinale notamment. De plus,t degremiere région touchée par la MA. Leur
présence dans cette région (cas contrGle et cap A&t donc pas significative de la MA
contrairement aux régions préfrontales (et cingeddi Ainsi, chez les cas AD, les DNF dans les
régions EC et CG25 sont plus présentes (tendanee)dans les régions préfrontales. Entre ces
derniéres et la région CG24, la présence des DNEoegparable. Cette répartition est en accord avec
leur processus évolutif de propagation.

Pour les protéines synaptiques dans les cas ADedgsns préfrontales ne montrent pas de différence
significative avec la région entorhinale quant guantité de PSD-95. Cependant, le récepteur NMDA
est moins présent (S) dans les régions préfront@les derniéres ne montrent pas de différence
significative avec les régions cingulaires quara auantité de synaptophysine, mais une quantité
diminuée (S) de NMDARL1 en comparaison de la ré@@R5. On retrouve de plus une corrélation
positive pour PSD-95 entre les régions préfrontatda région CG25.

Pour la région FC9, PSD-95 et la synaptophysing sespectivement moins présents (S) dans la
région CG24 et dans la région entorhinale.

5.3 Role del'age dans la MA

Plusieurs études avancent qu'avec le vieillissemanphysiopathologie de la maladie d'Alzheimer
évolue. On constate ainsi une diminution des mangueathologiques avec une quantité comparable &
celle des cas épargnée par la M3clineider et al. 200y, On doit donc penser a rechercher
l'association d’autres mécanismes physiopatholegidl¢sions vasculaires, corps de Lewyhite et

al. 2005 ; Schneider et al. 2007, 2009 ; Haroutumaet al. 2008.

Une étude Karoutanian et al. 200§ a comparé 3 types de populations : le groupeydeasg-old
entre 60 et 80 ans, des middle-old entre 81 en89«t des oldest-old entre 90 et 107 ans. |l anété

en évidence que la présence des DNF et des plagoéss diminuent avec I'avancement en age dans
les cas atteints par la maladie d’Alzheimer. Unizeagtude a mis en évidence que la présence des
NFT et des plaques séniles chez les vieux cas ADa(s) est peu corrélée avec la MA clinique.
Cependant, on retrouve chez les jeunes cas AD (sJame forte corrélation entre les NFT et les
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plagues séniles et la MA. Par contre, l'atrophiticale et de I'hippocampe est un bon marqueuade |
MA aussi bien chez les jeunes cas AD que cheziéesxxas AD $avva et al. 2009

Dans notre étude de la région FC10, sur les 1Eas8 cas sont 4gés d’au moins 81 ans. La moitié
montre seulement des traces de DNF, un cas uniaqueuarefaible marquage et seuls deux cas, un fort
marquage. Par contre, le cas le plus jeune, 64namistre un trés fort marquage aussi bien pour les
plagues séniles que pour les DNF. On remarque régalel’absence de plaqupsamyloide chez les
deux cas AD les plus vieux (96 ans et 101 ans) girigne corrélation négative entre 'avancement en
age et la quantité de plagugésmyloide ce qui signifie une tendance forte aranwins de plaques
séniles avec I'age. On observe de plus sur le graphque la quantité du deuxiéme marqueur, les
DNF, diminue également avec l'avancement en agen kst de méme pour PSD-95. Dans les cas
contrbles, ce sont les quantités de synaptophystndu récepteur NMDA qui diminuent avec
l'avancement en age tandis que PSD-95 augmente.

Il existe cependant un biais de sélection d’agedjorité de nos cas AD étant de vieux cas AD.

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous aeomscompte du réle grandissant que peuvent jouer
les facteurs vasculaires dans la MA avec l'avanoeme dge. Comme évoqué ci-dessus, on retrouve
donc plus fréequemment une pathologie mixte chezéssAD trés agés, en particulier I'association
entre la MA et linfarctus cérébralgmes et al. 2012 En effet, les |ésions vasculaires cérébrales
résultant d'accidents vasculaires cérébraux (AMQJ'a&ccidents ischémiques transitoire (AIT) sont
étroitement liées a la MA. On en retrouve dansrenvi/3 des cas diagnostiqués pour la Malaria

et al. 2000Q. Chez quelques cas contrdles et AD de la régidarkinale et de la région FC9, des
signes de microhémorragies cérébrales ont donchétéhés. Cependant, aucune Iésion hémorragique
n'a pu étre mise en évidence dans ces regions.

6. Conclusion générale

Les DNF et les plaques séniles sont donc présdatesla région préfrontale FC10 avec une présence
plus marquée dans les cas AD en comparaison dexpeagnés par la maladie. Cette région est donc
impliguée dans la progression de la MA avec pounséquence une péjoration des pertes cognitives.

L'évolution du réle de ces deux marqueurs avecal®ement en age a été observée dans notre étude
chez les cas AD avec une présence de plaquessséuilaiminue et un marquage des DNF qui se
situe seulement entre faible et intermédiaire. @dant, toutes les régions étudiées, qui interviehne
pourtant & des stades différents de I'évolutiofaddA, montrent une présence plus marquées de DNF
et de plagues séniles dans les cas atteints paaléie.

Quant a la recherche de modifications synaptiquetravers des nivaux de la synaptophysine, de
NMDARL1 et de PSD-95, elle n’a pas été concluaetederniers étant similaires entre les cas sains et
les cas AD dans la région FC10.

Enfin, aucune corrélation n'a été mise en évidesrttee les tests cognitifs et le comportement des 5
marqueurs ainsi qu’entre ces derniers et les stzel&saak.

Les deux régions préfrontales montrent des poistc@mparaison comme une augmentation des
plaques séniles mais surtout des dégénérescenaesilngllaires chez les cas atteints par la madadi
d’Alzheimer. De plus, la quantité de DNF et de plesjséniles entre leur cas AD est comparable. Les
deux régions préfrontales ne montrent pas d'augatientdes protéines synaptiques chez les cas AD
en comparaison des cas contréles synonyme d’unniséoa de compensation retrouvé dans plusieurs
études. Ensuite, les deux régions préfrontaleérdifit entre leur cas AD. PSD-95 est plus présert da
la région FC10 tandis que NMDARL1 est plus présemtsdla région FC9. Le comportement des
protéines synaptiques pourrait donc différer emdse deux régions contrairement aux marqueurs
pathologiques.

Pour finir, les régions préfrontales, comme lesremutrégions cérébrales étudiées, montrent une
présence plus importante de DNF et de plaquesesétiéns les cas AD. De plus, leur présence entre
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les cas AD des différentes régions fonctionnellesdifferent pas significativement. Cependant, le
comportement des protéines synaptiques est plisbl@entre les différents groupes.

La recherche de microlésions vasculaires dans dgons EC et FC9, pour mettre en évidence
l'implication des facteurs vasculaires, n'a pasuho

La maladie d’Alzheimer est donc une maladie conmplgui ne se résume pas a deux marqueurs
pathologiques mais a un ensemble de facteurs eriant sur le mécanisme physiopathologique. De
plus, il est important de tenir compte du processumutif de la MA dans les différentes régionslet
leur différence ainsi que du réle de I'age. Maig étude avec plus de cas et en différenciant lesege
cas AD des vieux cas AD et en prenant en compte gkl facteurs de risque ou de protéines
synaptiques, permettrait une meilleure compréhercéola MA.
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