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Les Plexus C horoïdes (PC), fonnaliol1s intraventriculaires constÎluées de vi llosi tés et 

d' ull stroma conjonctivovasculaire, sont conn us depuis l' antiqu ité; leur existence est en effet 

rapportée par Hérophilus trois siècles avant Je. En 1543, Vesalius décrit l'anatomie des PC 

des ventricules latérau x dans son ouvrage intitulé De Fabrica. Willis, en 1664, découvre les 

PC du IVe ventricule et suggère que ces structures glandulaires participent à la secrétion du 

LCR. La descri ption des PC est complétée par les travaux de Ridley qu i, en 1695, rapporte la 

présence de PC du lUe ventricu le (Dohnnallll, 1970). Leur nOI11 provient du grec KOpWV 

(khorion-membrane) et EtôOÇ (eidos-forme) et du latin plexus (réseau). 

Si leur description est effectivement ancienne, leurs fonctions n 'ont été approchées que 

beaucoup plus tardivement. En 1919, Dandy prouve que l' épithélium choroïdien secrète le 

liquide céphalorachidien (LCR). Becht, en 1920, suggère que les PC transportent des 

molécu les du LCR vers le sang. Smith et al, en 1964, confinnent ces fonct ions de 

réabsorption sur des PC iso lés. Par la suite de nombreux travaux ont été consacrés à la 

découverte des mécanismes qui régissent la physiologie des Pc. Actuell ement il est admis que 

les PC jouent plusieurs rôles. Ils sécrètent environ 90 % du LCR (McComb, 1983), 

synthéti sent plusieurs de ses composants (Aldred et al , 1995), transportent de nombreuses 

molécules du sang vers le LCR et en part iculier des vitamines (Spector, 1977), réabsorbent 

certains produits du métaboli sme cérébral (Keep, 1996) et part"icipellt à l'immunosurvcillance 

cérébrale (Matyszack, 1992). 

De façon paradoxale la seule pathologie connue des PC se résume à une pathologie 

neurochirurgicale. Les papillomes choroïdiens, le plus souvent bénins, sont des tumeurs rares 

qui représentent moins de 0.5 % des tumeurs cérébrales (Gaudio et al, 1998). On décrit 

également des pseudotumeurs inflammatoires (Bramwit et al, 1997), des nodules rhumatoïdes 

(Kim et Collins 198 1), des granulomes histiocytaires (Grois et al, 1998), des kystes parfois 
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très volumineux et des angIOmes responsables d'hémorragie méningée (Netsky et 

Shuangshoti, 1970). 

Les syndromes démentiels sont fréquents au cours du viei ll issement, frappant environ 

% des sujets âgés de 65 à 69 ans et 40 % des patients âgés de 90 à 94 ans (Hcnderson, 

1998). Les étiologies son t multiples; la maladie d 'Alzheimer (MA), la plus fréquente, 

constitue approximativement 70 % des démences du sujet âgé (von Strauss et al, 1999). Cette 

affection est caractérisée sur le plan anatomique par une raréfaction neuronale, la présence de 

plaques séni les (PS) et de dégénérescences neurofibrillaircs (DNF). En dépi t de J'amélioration 

des cOImaÎssances sur le métabolisme des protéines p-amyloïde et tau, les mécanismes 

phys iopathogéniques de la MA sont encore imparfaitement élucidés. Un certain nombre 

d ' observations suggèrent que les PC pourraient être impliqués dans la pathogénie de cette 

affection (Rubenstcin, 1998). En effet, chez ces patients, 1 ' hydraulique du LCR est souvent 

peJturbée, et lors de la réa li sation de scillticystcrnographics on constate fréquemment un 

retard à la réabsorption et des phénomènes transitoires de contamination ventri culaire (Sohn 

et al, 1973; Coblelltz et al, 1973; Serot et al, 1978; Bartoli ni et al, 1982; Brusa et al, 1990), les 

taux de transthyrétine (TIR, une protéine synthétisée par les PC), de vitamine B 12 et de 

folates (des molécules transportées par les PC) sont abaissés (Riss0en, 1988; Ikeda et al, 

1990; Regland el Goltfries, 1992; Carney, 1979; Marens el Freedman, 1985). Jell inger (1976) 

rapporte l' existence d'une impOitantc fibrose des PC chez plus ieurs pat ient s déments 

présentant des troubles de l'hydraulique du LCR. Ces fai ts semblent indiquer une atteinte 

fonc tionnelle et/ou anatomique des Pc. 

Différents travaux on t été consacrés au vieillissemcnt dcs PC auss i bien sur le plan 

hi sto logique que sur le plan biochimique chez l'animal et chez l'homme (DUllll et Kemohan, 

1955; Dohnnann, 1970; Shuangshoti et Netsky, 1970; Ferrante et Amenta, 1987), ces études 
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sont relativement anciennes, et aucune étude morphométrique n 'a été réalisée sur les PC de 

sujets âgés sains ou déments. 

Prenant comme hypothèse de travail l'implication éventuelle des PC dans le 

vieillissement cérébral et la MA, nous avons réalisé une étude morphométrique, en 

microscopie optique et électronique, de PC animaux et humains à différents âges; ce travai l a 

été poursuivi par une étude des PC de patients souffrant de MA. Nous avons également en 

parallèle exploré les capacités fonct ionnelles de synthèse et de transport des PC au cours du 

vieilli ssement et de la MA, par le dosage, dans le LCR humain, de substances biologiques 

synthéti sées et secrétées spécifiquement par les Pc. 

Les phénomènes d'autoinmlllllisation sont de plus en plus fTéquemment décrits dans les 

maladies neurodégénératives (Terryberry et al, 1998). Nous avons décelé dans le sémm de 

patients souffrant de MA des an ticorps non spécifiques d'espèce, dirigés contre la membrane 

basale épithéliale des PC pouvant constituer un marqueur précoce de cette affection et dont la 

c ible pourrait être impl iquée dans les anomalies morphologiques précédemment décrites. 

Les PC représentant une interface épithéliale originale au niveau de la barrière 

hématoencéphaliquc, nous avons recherché l'existence de cellules potentiell ement impliquées 

dans la surveillance immunitaire du système nerveux central. L'examen ultraslructural des PC 

humains nous a pCllll is de découvrir des cellules dendritiques intra-épithéliales non décrites 

antérieurement dont le phénotype original a pu être détemlÎné. 
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Chapitre 1 

Anatomie et histologie des Plexus Choroïdes 

1-1 Anatomie 

On distingue 3 sortes de PC, en fonction de leur localisation anatomique: les PC 

ventriculaires situés dans les ventricules latéraux, les plexus choroïdes médians localisé dans 

le toÎt du lUe ventri cule, et les PC du IVe ventricule (fig. 1-1-a et I- J-b). 

Les PC du lITe ventricule ou PC médians sont situés dans l'épaisseur de la toile 

choroïdienne du toit du m e ventricule où il s fonnent un cordon médian encore appelé PC de 

Vicq d 'Azyr. En regard de l'épiphyse, celui-ci se subdivise en deux cordons qui rejoignent les 

trous de Manro droit et gauche, et se prolongent, à la face intcmc des ventricules latéraux, 

sous faffile de longs mbans mamelonnés rouges, appelés PC des ventricules latéraux. Ces 

derniers longent la face interne des ventricules latéraux jusqu 'au catTefour ventriculaire où ils 

présentent un renflement, le glomus, qui se dirige vers la corne occipitale, et il s se tenninent 

dans la corne temporale sans atteindre son extrémité. Dans la come frontale les PC sont fins et 

sinueux, dans la come temporale ils sont volumineux et étalés. 

Au niveau du toit du IVe ventricule les PC se présentent comme 2 cordons qUI 

s'étendent du trou de Magendie aux trous de Luschka. Du fait de leur petite taille la plupart 

des études pOJ1ant sur les PC (chez le rat le diamètre des PC des ventricules latéraux est 

semblable à celui d ' un cheveu) ont été réalisées sur les PC des ventricules latéraux. 

L'ensemble des différents PC chez l'homme adulte, ne pèse guère plus de 2 à 3 grammes. 



1-1-a Schéma cn trois dimensions des PC d'après W. Kahle et al (1991) 

come frontale 
come temporale 

corne OCC;I,;",lo' 

I-l-b Topographie des plexus choroïdes 

1 PC des ventriQ"lles lat<9u~ 
2 PC mêdi ... 
3 PC du lVe~uiQ"lle 

médian 

PC du VL 
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1-2 Embryologie 

Les PC des ventlicules latéraux dérivent de la lame choroïdiclU1C primitive qui résulte 

de J'accolement de la pie-mère et de la paroi hémisphérique médiane. Cette lame, au cours de 

l'embryogénèse, s'atrophie et n'est finalement constituée que d'une couche de cellules 

épithéliales. Les PC du IVe ventricule résultent de J'accalement de la pie-mère et du 

rhombencéphale. 

Kappers (1955) distingue 3 phases dans le développement des PC humains: 

Phase 1 (6-8 semaines): "épithélium est pseudo-stratifié, les cellules contiennent un 
peu de glycogène. Les cellules du stroma se différencient cn hémocytoblastes et en 
angioblastes. 

Phase JI (8-15 semaines): les cellules épithéliales sont cubiques ct hautes, e ll es 
contiennent beaucoup de glycogène. Les PC ne présentent pas encore de villosités, ils 
occupent jusqu'à 63 % de la surface des ventri cules latéraux (Voetmann, 1949; Spector et 
Johanson, 1990). Le LCR fœtal contient plus de protéines que le LCR d'un adulte. 

Phase III (15-40 semaines): les cellules épithéliales deviennent progressivement 
moins hautes, le contenu en glycogène diminue. Les villosités choroïdiennes et le stroma 
fibreux apparaissent . 

Deux semaines après la naissance, le glycogène a disparu des cellu les épithéliales. 

Cette présence de glycogène pendant la vic fœtale est interprétée comme un témoin de 

glycolyse anaérobie, dont le but est de procurer l'énergie nécessaire aux réactions oxydatives 

dans les tissus présentant un apport insuffisant en oxygène (Dohrmann; 1970). 

1-3 Histologie 

En microscopie optique et électronique (fig.I -3-a et 1-3-b) les PC apparaissent formés 

de villosités, présentant un axe vasculaire central, recouvertes par un épithélium cubique, 

cilié, comportant une bordure en brosse, reposant sur une membrane basale séparée des 

vaisseaux centraux par un stroma conjoncti f. Les capi llaires prédominent dans la port ion 

distale, les artérioles el les veinules à la base des villosités. L'épithélium est class iquement 

unistratifié, cependant plusieurs auteurs ont décrit des aspects suggérant l'existence d'un 

épithélium roea lement strat ifié. D'autres estiment qu'il s'agit en fail d'un mtéracl de 
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préparation (Shuangshoti et Netsky; 1970). Bien qu'il soit admis que Ics cellules épithéliales 

puissent desquamer dans le LCR, les images de mitoses sont exceptionnelles au niveau de 

l'épithélium choroïdien (Netsky et Shuangshoti , 1970). 

Dans l'espèce humaine, le nombre des cellu les épithéliales choroïdiennes est évalué à 

IOl x l 06 avec une moyenne de I07xl06 chez " homme et de 96 xl06 chez la fenune. Elles 

couvrent une surface totale d 'environ 213 cm2 (Dohnnann; 1970). E lles sont cubiques et 

nettement polari sées. Leur hauteur est d ' environ 15 ~lIn. Le pôle basal, souvent irrégulier et 

ondu lé, repose sur une membrane basale fine et régulière d 'environ 80 mn d'épaisseur. Il 

présente de nombreuses inlerdigitations surtout au niveau basolatéral. Le pôle apical est 

caractéri sé par la présence d' une multitude de microvillosités, non pas rigides mais 

entremêlées, et également par quelques cils groupés en amas. Le nombre de cils par cellule 

varie sui vant les espèces, de 2 à 3 chez le lapin, 4 à 8 chez le rat, Il à 16 chez le singe. Ces 

cils contiennent 10 paires de microtubu les dont neuf périphériques et une central . Les espaces 

situés entre les cellules épithéliales sont très fins et fe rmés par des jonctions serrées placées à 

prox imité du pôle apical. 

Les cell ul es épithéliales choroïdiennes possèdent un noyau central ou basal, arrondi , 

comprenant habituellement un nucléole, parfois deux. La chromatine est finement condensée 

à proximité de l'enveloppe nucléaire qui possède de nombreux pores. Les mitochondries, 

allongées et tubulaires, sont dispersées dans le cytoplasme. Elles paraissent plus nombreuses 

aux pôles apical et basal. Le réticulum granulaire est réparti dans le cytoplasme qui contient 

de nombreux ribosomes. L'appareil de Golgi est situé à proximité du noyau. Le cytoplasme 

renrerme également quelques lysosomes et parrois des vacuoles lipidiques. 

Enfin en microscopie électronique, on di stingue des cellules épithéliales à cytoplasme 

clair et d ' autres à cytoplasme foncé, bien que l' ultrastnlcture des ces deux lypes cellulaire soit 

semblab le (Johallson et al, 1999). D'après Dohrmann (1 970), les nombres des cellules claires 
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et des cell ul es sombres sont identiques chez l' homme, le rat cl le chien. Ces deux aspects 

correspondent vraisemblab lement à des états fonctionnels différents. en effet l' injection 

d ' argin ine-vasopressine qui diminue la sécrétion du LCR induit une augmentation du nombre 

de cellu les sombres. L'aspect sombre serail la traduction d ' un hypofonctionnement ou d'une 

hyperhycl ratation (Johanson el al, 1999). 

Les microvillosilés des cell ul es épithéliales des PC sont recouvertes par des cellu les 

éparses, aplaties présentant de nombreux prolongements cytoplasmiques. appelées cell ules 

épiplexue lles ou cell ules de Kolme ... Ces dernières Ol1t un noyau réniforme et un cytop lasme 

clair, e lles contiennent des mitochondries de petite taille, un rét iculum peu abondant et de 

fréquents phagolysosomes. Elles ressemblent à des macrophages et en ont les propriétés. En 

effet, après injection in tra-ventriculaire d 'encre de Chine chez le chat, on constate les jours 

suivants, l'apparition à l' in térieu r de ces cell ules de particules d 'encre de Chine (Carpenter et 

al, 1970). Les cellu les de Kolmer dérivent des monocytes sanguins, mais leur voie de passage 

dans le LCR est controversée. Chez le lapin les monocytes du stroma traverseraien t 

l'épithélium par une voie intercellu laire, chez le rat les monocytes sanguins marqués par des 

part icules de carbone ut ili seraient un trajet lrans-épendymaire pour atteindre le LCR (Maxwell 

et al; 1992). Chez le rat, selon Lu, le recrutcment de monocytes sangu ins marqués à la 

peroxydase, s' il existe, est extrêmement rare (Lu et al ; 1993). 

Les capillaires des PC sont volumincux et peuvent conteni r jusqu'à six ou sept 

globules rouges dans leur plus grand diamètre. L'endothélium est de type fenêt ré avec des 

pores de 30-50 mn. Il repose sur une MB (endOlhé li ale) fine et régulière de 60-70 mn 

d 'épaisseur. 

Les capillaires sont séparés de l'épithélium par un stroma collagène peu épais. Celui

ci renferme quelques fibroblastes et également des cellules dend ritiques qui envo ient de 

nombreux prolongements sous la MB épithéliale el vers les capillai res (Hanly et Pet ito; 1998). 



1-3-a 
1 Ventricule latéral 

Coupe schématique de Plexus Choroïde humain à faible grossissement, 
d'après W.Kahle et al (1991). 



1-3-b Coupe schématique d'une villosité choroïdienne d'après GJ Dohrmann (1970). 

Membrane basale 
épithéliale 

Membrane basale 
endothéliale 
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1-4 Vascularisation et innervation 

Les PC sont vascularisés par l'artère choroïdienne antérieure, branche temlinale de la 

carotide interne, et par J'artère choroïdiclme postérieure, branche de la cérébrale postérieure 

qui provient elle-même du tronc basilaire. Les veines choroïdiennes antérieures et 

postérieures déversent leur contenu dans la veine cérébrale interne (ou veine de Galien) au 

niveau du trou de Manro. Les veines de Galien droite et gauche rejoignent la grande veine 

cérébrale qui longe le tronc cérébral. 

Les PC sont ri chement innervés. Des tenninaisol1s nerveuses ont été observées sur les 

muscles li sses des artérioles et dans le stroma villositairc. Les PC reçoivent des fibres 

nerveuses de différents types: adrénergique, cholinergique, sérotoninergique et peptidergique. 

L' innervation sympathique est dense et provient du ganglion cervical supérieur (Nilsson et al, 

1990). L'origine de J' innervation cholinergique n'est pas connue. La densité des fibres 

cholinergiques vari e d ' une espèce à J' autre (Nilsson et al, 1990). 

Les PC reçoivent également une innervation peptidergique. Les études en 

immul1ohistochimie ont montré la présence de filets nerveux contenant du vasoactive 

intestinal polypeptide (VIP) , du neuropeptide Y, et de la substance P. La di stribution de ces 

fibres vari e beaucoup selon les espèces (Nilsson et al, 1990). 

Sur le pJan ultrastmctural . les fai sceaux nerveux myéliniques pénètrent dans les PC en 

longeant les axes vasculaires. La majorité des fibres villositaires a perdu sa gaine de myéline 

(Nakamura et Milhorat, 1978). La présence de boutons teml inaux sur les cellules épithélia les 

est di scutée (Lindva ll et Owmal1, 1981). Clark rapporte la présence de fibres nerveuses 

interépithéliales respectivement chez l' homme, le chat, le rat, et le chien; Nakamura et 

OWl11 an (1978) estiment qu ' il n'y a pas de filets nerveux dans l' épithélium chez le rat. 
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Chapitre 2 

Physiologie des PC 

Les activités des PC sont mu lt ip les (pritchard et Miller, 1993; Zheng, 1996). Ils font 

partie de la barrière hémo-méningée, sécrètent le LCR et un certain nombre de ses 

composants, transportent de nombreuses molécules du sang vers le LCR, réabsorbent des 

produ its du métabolisme cérébral et participent à l' immunosurveillance cérébrale. Toutes ces 

activités sont interdépendantes. 

2-1 La barrière S3I1g-LCR (BSL) ct les phénomènes de transport actif 

La barrière hémo-cérébralc a été décrite en 1909 par Goldmann qui avait constaté que 

l'injection intraveineuse de bleu trypan imprégnait les tissus extra-cérébraux et non pas le 

tissu cérébral. ce phénomène étant dû à l'existence de jonctions serrées au niveau de 

l'endothélium des capillai res cérébraux, de l'épithélium des villosités choroïdiennes et 

l' arachnoïde. Au niveau cérébral, l' endothélium des capillaires fonn e une couche continue et 

pour atteindre le tissu cérébral les molécules doivent util iser un trajet transcellulaire. 

L'endothélium des capi llaires des PC est fenêtré, donc facilement fTanchissable par des 

molécules de faible masse moléculaire. Par contre au niveau de l 'épithélium, du fait des 

jonctions selTées, ell es doivent obligatoirement emprunter un trajet transcellu laire. Le plus 

souvent il s'agit de transport actif, qui nécessite de ce fait de l'énergie fourn ie par les 

mitochondries. Chez la souri s, l' injection intra-veineuse de peroxydase du raifort (masse 

moléculaire = 4 kD) montre que ce traceur protéique franchit aisélllenl l'endothélium 

capi llaire des PC, se répartit dans le tissu conjonctif adjacent et pénètre dans l'épithélium par 

pinocytose avant d'atteindre le pôle apical des cellules épithéliales, d'où elle est excrétée dans 

le LCR (Brighlmann; 1968). 
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Le rôle de cette barrière est d'éviter des vari ations qualitati ves et quantitati ves trop 

importantes des composants du LeR qui pourraient compromettre le fonctionnement cérébral 

(Grégoire; 1989). Les propriétés de transport des cellules épithéliales des PC peuvent être 

étudiées par cultures cellu laires sur membranes pennéables. Les cellules choroïdiennes 

cultivées sur des filtres recouverts de laminine gardent un aspect fonctionnel, elles expriment 

l'ARNm de la transthyrétine et leur examen en microscopie électronique montre qu'elles 

fonnent une couche continue avec des jonctions serrées situées à proximité du pôle apica l. 

Cette technique met également en évidence de la polarité fonctionnelle des cellules 

épithéliales de Pc. Il est en effet possible d'étudier les phénomènes de transport d'un produit 

en mesurant l'évolution de sa concentration dans les chambres apicales et basales en fonction 

de différents paramètres de culture. Enfin, la présence et la localisation des di fférentes 

enzymes peuvent être précisées à J' aide d'anticorps monoclonaux (Hakvoort et al, 1998; 

Strazielle et GhersÎ-Egea, 1999). 

Les PC transportent activement, du sang vers le LCR, de nombreux nutrÎments ou 

vitamines à l'aide de molécules transporteuses. Quand la concentration sérique d 'un composé 

dépasse un certain seui l, tous les transporteurs sont saturés, ct la concentration dans le LCR ne 

varie pas. Quand la concentration sérique baisse, de nombreux transporteurs disponibles sont 

recrutés et la concentration dans le LCR ne varie pas. Dans les conditions habituelles les 

transporteurs pour les vitamines sont à demi saturés, et une petite augmentation sérique suffit 

à les saturer complètemenl. Les vari ations de taux de vitamines dans le LCR sont de ce fai l 

minimes (Speclor et 10hal1son, 1990). 

Plusieurs vitamines sont transportées activement dans les PC du sang vers le LCR, 

notamment les vitamines B 12 et C, les folates el la thiamine, le myo-inositol (Speclor, 1977; 

Speclor et al , 1977; Hakvoort et al, 1998) et vraisemblablement la vitamine E (Fand et 
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McNally, 198 1). Chez J' homme la concentration en folates est 3 à 4 fois plus élevée dans le 

LeR (1 2-16 nglml) que dans le plasma (3 à 10 ng/ml) ce qui confinnc l'existence d ' un 

transport acti f saturab le. Au delà de 20 ng/ml de foIates sériques les taux dans le LCR 

n'augmentent plus (Reynolds, 1972). 

Les anticorps monoclonaux anli -GLU J (glucose transporter 1) marquent la portion 

basolatérale des cell ules épithéliales des PC et, plus fo rtement, les membranes luminales et 

ablumi nales des cell ules endothéliales aussi bien chez le rat, le lapin, le babouin et que chez 

J'homme; J'absence d'immunomarquage du pôle apical suggère J'existence d 'autres 

transporteurs à cc niveau (Comford ct al, 1998) qui sont encore inconnus. 

Lcs PC sont de même impliqués dans le métabolisme des honnones thyroïdi elmes. 

Chez l' homme la thyroïde produit surtout de la thyroxine ou T4, une prohormone 

secondairement transfonn ée dans les tissus périphériques en T3 par dés iodation. Les 

hormones thyroïdiennes T4 et T3 ont un rôle essentiel dans le développement cérébral, ell es 

influencent la régénération axonale et augmentent les taux d 'acétylcholine des neurones 

cholinergiques (Hefti et al, 1986). Chez le rat, après injection intraveineuse de thyroxine 

marquée à 1, 1251, on constate l' accumulation de cell e-ci dans les PC puis secondairement dans 

le LCR et enfi n dans le cerveau (Dickson et al, 1987). La thyroxi ne, honnone lipophile, 

circu le dans le sang essentiellement sous fonne liée aux protéines, notamment à la 

transthyrétine plasmatique d 'origine hépatique. E ll e pénètre facilement dans les cellules 

épithélia les choroïdiennes, vra isemblablement sous fonne libre, se lie ensuite à sa protéine 

porteuse la transthyrétine synthétisée par l'épithélium choroïdien, soit dans la cellu le 

choroïd ienne, so it après sécrét ion dans le LCR, puis ce complexe est transporté dans le tissu 

cérébral où la T4 subit une désiodation qui la transfomlc cn T3. 

Chez le rat, Rao et al (1999) ont mis en évidence au pôle apical des cellules 

épithéliales la P-glycoprotéine produit du gène MDR (1l1ultidnlg resistance) et au pôle 
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basolatéra l la protéine MRP (multi resistance-associated protein). Ces deux transporteurs 

pourraien t coordonner la sécrétion et la réabsorpt ion de nombreux médicaments tels que les 

anti-protéases, les anti-psychotiques et certains anti-mitotiques. 

La barrière hémoencéphalique est impennéable aux nucléotides puriques et 

pyri midiques, ainsi qu'à leurs analogues médicamenteux. Ceux-ci bénéfici ent d 'lm transport 

actif Na+-dépendant (Washington et al, 1997), la localisation exacte de ce transporteur au 

niveau des cellules épithéliales choroïdiennes n'est pas connue (Schancr et al, 1999). 

2-2 Sécrétion du LCR 

La sécrétion du LCR est la fonction la plus ancielUlcment connue des PC. TI s'agit d ' un 

processus actif qui se fait par l'intemlédia ire d ' une pompe à Na+ située dans l'épithélium. Le 

mouvement de l'eau est un classique mouvement osmotique qui va des capillaires aux 

ventricules et qui , comme au niveau du rein, est régulé par deux enzymes: l'ATPase Na+/K+ 

dépendante etl 'anhydrase carbonique. Chaque pompe i l~ ecte dans le LCR trois ions Na+ pour 

2 ions K+ réabsorbés, ce qu i crée un grad ient osmotique ct favori se la diffusion de l'eau, 

l'inhibi tion de ces deux enzymes par l'ouabaïne ou l'acétazolamide engendre une diminution 

de volume du LCR secrété alors quc l' insl!l ine augmente le transport du Na et le vo lume du 

LCR secrété (Zheng, 1996; Johanson ct Murphy, 1990). La pompe Na+/K+ est située au pôle 

apical des cellu les épithéliales des PC (Toyama et al, 1997), et on estime qu ' il y a environ 

6000 pompes par cellule (Zheng, 1996). Les cort icoïdes, la sérotonine, la noradrénal ine et 

l'oméprazole inhibent la pompe à Na+ et de ce fait diminuent la production de LCR (Nilsson 

et al, 1992; Lindvall -Axelsson et al, 1992, Fisone et al, 1998). 

Les oestrogènes pourraient augmenter le débit de secrétion du LCR (Nilsson et al, 

1992). Les di urétiques de l'anse tels que le furosémide inhibent la secrétion du LCR (Melby 

et al, 1982). La membrane apicale des PC de souri s contient des canaux cr ct des canaux K+ 
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respectivement activés et inhibés par la sérotonine. L'inhibition des canaux K+ annule les 

mouvements du Na + el engendre une diminution de sécrétion du LCR; la miansérine, un 

inh ibiteur des récepteurs de ces canaux, amUI le les effets de la sérotonine (Hung et al, 1993). 

Chodobski et al (1 998) ont démontré, chez le mouton, qu'une privation d 'cau pendant 

48 heures ne modifiait pas le volume de LCR sécrété. 

Les PC produisent 90 % du LCR, les 10 % restant provenant du liquide interstitiel 

cérébral. Chez le rat Je taux de production du LCR est de 2. 1 ).d/nUl (Davson el Segal, 1970) 

et chez l'homme il varie de 0.2 ml/mn à 0.6 mllml1 selon les auteurs. Mayet al (1990) ont 

réalisé chez des vo lontaires sains l' expéri ence suivante: une ponction lombai re est pratiquée 

chez un suj et à j eun, couché en décubitus latéral; la pression intrathéca le est mesurée à l'aide 

d'un manomètre, puis 10 ml de LeR sont retirés. La pression intrathécale est ensuite mesurée 

toutes les minutes jusqu'au retour à la press ion initiale ce qu i penne! de ca lculer le débit de 

product ion du LCR; pour ces auteurs celui-ci est de 0041 ± 0.24 ml/mn à l'âge de 28 ans. 

La stimulation de l'innervation noradrénergique, qu i provient du ganglion cervical 

supéri eur (Blay et al, 1994), diminue le volume du LCR sécrété (Lindvall et al, 1978; Lindva ll 

ct Owman, 1981). Chez le rat, les PC reçoivent en outre des filets nerveux provenant du 

ganglion sphénopalati n; ces fibres dont la stimulation augmente la sécrétion du LCR, ont une 

activité NOS (n itric oxide synthase) et sont en contact étroit avec les artérioles de petit calibre 

et les microvaisseaux du stroma (Lin et al, 1996). 

2-3 Activités de synthèse 

L'activité métabol ique globale des PC a été estimée à la moitié de celle des rems 

(Zheng, 1996). Les cellules épithéliales des PC possèdent en effet une intense acti vité 

enzymat ique; il est poss ible d'y détecter les enzymes suivantes: phosphatases ac ide et 

alcaline, Mg+ ATPase, Na+/K+ ATPase, glucose-6-phosphatase, thiamine pyrophosphatase, 
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adény l cyclase, anhydrases carboniques II et III, oxydoréductases, plusieurs estérases et 

hydro lases, protéine C ki nase, cytochrome P 450, glutathion-s-transférase, monoamines 

oxydases, y-glutamyl-transpeptidase (Masuzawa et Sato, 1983; Zheng, 1996). 

Les PC synthét isent des protéines, des cytokines et des enzymes retrouvées dans le 

LCR, avec des variat ions quantitatives et qual itatives suivant les espèces, l'âge et les 

circonstances . Ces différentes substances participent au maintien de l'homéostasie cérébrale et 

à la régulation endocrine du cerveau. La plus abondante protéine synthéti sée est la 

transthyrétine (TIR) qui, in vitro, constitue environ 20 % des molécules nouvellement 

synthétisées et 50 % des molécules sécrétées par les cellules épithéliales choroïdiemlCs. 

Les synthèses vari ent suivant les espèces. L' ARNm de la transferrine est détecté dans 

les PC de rats, souris, chiens, et lapins, mais pas chez l'homme, le mouton, la vache, ou le 

cochon. L' ARNm de la «serum retinol binding protein » est détecté dans les PC de rats, 

souri s, moutons et veaux mais pas chez le chien (Aldred et al, 1995). 

Les activités de synthèse varient en fonct ion de l'âge. Chez le rat, l'ARNm de la TIR 

est exprimé dans les PC dès le lOt jour de gestation alors que l'expression d 'ARNm d ' lOF TI 

(insulin like growth factor II) débute le 13c jour et se mai ntient à un taux élevé par la su ite 

durant la morphogénèse puis décroît (Cavallaro et al, 1993). Chez l' homme, durant les 

premières semaines d 'embryogénèse, un transcrit de 6 kb d' JOF n prédomine puis à partir de 

la 35c semaine c'est un transcrit de 4.8 kh qui est le plus abondant (McKelvie et al, 1992). In 

vi tro, chez le rat, l'lOF II a un rôle paracrine/autocrine et augmente la cro issance des cellu les 

épithél iales (Ni lsson et al, 1996). L ' IGF II est nonnalement trallsp0l1é par une protéine 

porteuse \'« JGF binding protein» dont il existe 6 isoform es; chez le rat l' isofonne 2 est 

synthéti sée et secrétée par les PC (Sull ivan ct Feldman, 1994). 

Les synthèses varient avec les ci rconstances. Chez le rat, du 2c jour au 14c jour après 

un traumatisme crânien les PC synthétisent de l' ARNm de TOF pl (transfonn ing growth 
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factor Pl ) (Logan el al, 1992). De même après une blessure du système nerveux centra l, 

Walter et al ( 1999) constatent à la phase aiguë une augmentat ion de la synthèse d'lOF 1( par 

les PC; durant la deuxième semaine post-lésionnelle la synthèse d'lOF Il est essenti ellement 

localisée dans la couronne astrocytaire péri lésionnell e. Ces faits suggèrent l' implication des 

PC dans les processus de cicatrisation cérébra le. Tarlow et al (1993) ont démontré, chez le 

cochon d'Inde, que lors d ' une méningite bactérienne, les cellu les épithé liales synthétisent du 

tumor nccrosis fac lor CL (TNFa), une cytokine proin nammatoire majeure. 

Les cellules épithéliales des PC synthétisent également d'autres molécules telles que la 

p2 microglobuline, la prostaglandine D synthase, J'argi nine-vasopress ine (celle-ci joue un 

rôle très important dans la régulat ion du flux sanguin ct des ronctions secréto ires des PC) et 

l' oxyde nitrique (NO). La secrétion de ce dernÎer augmente le nux artériel dans les vaisseaux 

choroïd iens (Lin et al, 1996). La cystat ine C, un inhibiteur des protéinases, exprimée dans les 

PC de nombreuses espèces, pourrait inhiber les dégradations inappropriées des proléinases 

durant l'embryogénèsc (A ldred ct al , 1995). 



2-3-a Protéines synthétisées par les PC 

Protéine 

Arginine vasopressine 

Cystatine C 

~2-microglobuline 

Transthyrétine 

Insuline-Iike growth 
factor II (IGF II) 

Transferrine 

Caeruléoplasmine 

IGF binding protein-2, 
4 et 5 

a2-macroglobuline 

Serum retinol binding 
protein 

Transforming growth 
factor ~1 (TGF ~1) 

Fibroblast growth 
factor (FBG) 

Tumor necrosis factor 
a (TNFa) 

Prostaglandine D 
synthase 

Basic fibroblast growth 
factor (bFGF) 

Fonction 

Régulation du flux sanguin 

Inhibition des protéinases 

Chaine légère des antigènes HLA l 

Transport de la thyroxine 

Facteur de croissance 

Transport du fer 

Transport du cuivre, nombreuses 
activités enzymatiques 

Transport de l 'IGF 

... 
Inhibition de nombreuses protéinases 

Transport du rétinol 

Facteur de croissance 

Facteur de croissance 

Cytokine pro-inflammatoire 

Régulation du sommeil 

Processus de cicatrisation 

29 

Concentration 
ans le LCR dans le sang 

(mg/I) (mg/I) 

7.3 lA 

l.1 2 

14.7 176 

0.05 0.95 

14 2600 

0.9 370 

4.6 3000 

D'après Tu et al (1992); Cuevas (1994); Ingenbleek et Young (1994); Aldred et al(1995). 
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2-4 Les PC, gardiens de l'homéostasie du LCR 

Les PC réabsorbent des molécules produites par le métabolisme cérébral dont 

J'accumulation pourrait s'avérer délétère pour le cerveau. La technique des cultures cellulaires 

sur membranes pennéables pennet la mise en évidence des phénomènes de transport du 

LCR vers le sang, par exemple le rouge phénol, la fluorescéine, la riboflavine et la 

pénicilline G sont transportés du pôle apical des cellules épithéliales vers le pôle basa l. JI 

s'agit d'un transport acti f inhibé par un inhibiteur du transport des anions, le probénécide 

(Zheng, 1996). 

Par ailleurs, les PC peuvent réabsorber certains acides aminés et peptides du LCR. Les 

cellules épithéliales présentent à leur pôle apical plusieurs protéines de transport qui 

pourraient être impliquées dans l'élimination des acides aminés (y-glutamyl transpeptidase; 

Ogawa et al, 1998), des anions anorganiques (Suzuki et al, 1987) et organiques (oatp 1; 

Angeletti et al, 1997; oat l, Pritchard et al, 1999). Chez le rat, l'élimination des anions 

organiques du LCR se fa it grâce à une synergie entre oatp l (protéine de transport située au 

pôle apical) et MRP 1 ou oatp2 (protéines de transport situées en basolatéraJ; Nishino et al, 

1999; Gao et al, 1999). 

ln vitro, les cellules épithéliales choroïdiennes réabsorbent la L-proline, un acide 

aminé neutre, grâce à un transporteur apical Na + -dépendant qui est neutralisé par 

l'augmentation ex tra-cellulaire du K+ et par J'ouabaïne (Villalobos et al, 1997). La taurine, un 

acide p-aminé qui joue un rôle important dans la régulation osmotique du cerveau, bénéficie 

d'une réabsorption active Na+-dépendante (Keep et Xiang, 1996; Ramanathan et al, 1997). 

L' hi stidine (un acide p-aminé neurotransmetteur impliqué dans J'encéphalopathie hépatique), 

et l'acide y-aminobutyrique (un neurotransmetteur) sont réabsorbés acti vement (Xiang et al, 

1998; Ramanathan et al, 1997). Chez le rat, les PC sont capables de capter la fomlycine B, un 

analogue nuc1éosidique, et un peptide Tyr-D-Ala-Gly injectés dans le ventricule latéral (Wu et 
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al, 1993; Huang, 1982). Les PC peuvent également réabsorber de nombreux cations 

organiques tels que la choline, l' hexaméthonium, la cimétidine, le tétraéthylammonium. 

L'absorption de la cÎmétidine est un processus saturable (Pritchard et Mi ller, 1993), inhibé par 

des anions organiques tels que J'acide salicylique et la benzylpénicili ne mais non par certains 

cations tels que la choline ou les ammoniums quaternaires, ce qu i suggère J'existence de 

multiples transporteurs pour les cations et anions organiques (Vi ll alobos et al , 1997). 

Les PC luttent contre les variations des taux de Ca++ du LCR par J' intermédiaire d' une 

pompe localisée au pôle apical des cellules épithéliales . Celle-ci assure une concentration 

calcique basse dans le LCR même en cas de régime enrichi ou appauvri en Ca (Zheng, 1996). 

Les PC sont capables de limiter les variations du pH du LeR par modification des 

échanges Na + /W au pôle basolatéral des cellules épithéliales (Murphy 1990). Ils présentent à 

leur pôle apical, à proximité de la pompe Na+/K+ ATP ase, un cotransp0l1eur Na+-K+-2Cr 

dont le rô le est d'échanger 2 ions cr pour un ion Na+ et un ion K+. Ce cotransporteur sert à la 

maintenance du volume cellulaire et à la réabsorption du K+ du LCR (Plotkin et al, 1997). 

Les PC possèdent de nombreuses enzymes anti-oxydantes: superox yde di smutase, 

gluthation peroxidase, gluthation réductase et catalase (Tayarani et al, 1989) ainsi que des 

enzymes qu i pm1icipent au métabolisme des médicaments et qu i ne sont retrouvées qu'en 

faible teneur au niveau du tissu cérébra l, telles que, par exemple, la membrane-bound epoxide 

hydro lase, et plusieurs isoellzymes de la gluthatiol1 S-transférase (Ghersi-Egea ct al, 1994). Il 

a également été démontré que les PC pouvaient constituer une barrière enzymatique complète 

pour cel1aÎns xénobiotiques (molécules de faible poids moléculaire étrangères à l'organisme, 

tels que polluants, médicaments, additifs alimentaires ... ) grâce à un mécanisme de 

conjugaison couplé à un efnux basolatéral du métabolite par la MRP (Strazielle et Ghersi

Egea, 1999). Ces faits semblent indiquer que les PC protègent le cerveau contre 

l'accumulation de composés toxiques d'origine sérique ou cérébrale. 
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Les PC sont capables de réabsorber des métaux lourds, tels le plomb et le mercure 

lorsqu ' ils sont présents dans le LCR, ou d'inhiber la pénétration de ccux-ci dans le LCR 

limitant ainsi leur toxicité cérébrale. Zheng (1996) a constaté que chez l'animal intoxiqué la 

concentration de plomb dans les PC était 57 fois plus importante que dans le tissu cérébral, 

celle du mercure J 2 fo is plus grande. 

2-4-a Exemples de produits éliminés du LCR par les PC (d'après Pritchard et Miller 
(1993) cl Zheng (1 996) 

Médicaments 
acide sal icylique 
analgésiques narcotiques 
antipyrinc, 
atropine ct dérivés 
cimétidine 
céphalosporines 
digoxinc 
gcntamycinc 
méthadone 
métholrexatc 
lidocaÎne 
morphine 
péni cill ine 
phénobarbital 
procaïnamide 
praline 
qu inine, quinidinc 

Toxiques 
tétrahydrocannabinol (marijuana) 
pcsticides anioniqucs 
plomb 
mercure 

Produits issus du métabolisme cérébral 
L~prolinc 

taurine 
prostaglandines 
fonnycine B 
leukotrièncs 
anions inorganiques r 
nc. hydroxyi ndole~acétique (métabolite de la sérotonine) 
ac. homovani lique (métabo lite de la dopamine) 
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2-5 Récepteurs 

Les cellules épithéliales présentent de nombreux récepteurs/transporteurs aux 

hormones et aux neuromédiateurs tels que J'acide y-aminobutyrique (Amenta et al, 1989), la 

prolactine, la 5-hydroxytryptamine. l'hjstamine, l'insuline, le NGF, les benzodiazépines 

(Nilsson ct al, 1992), la leptine (de Matteis et Cinti, 1998), les corticoïdes (LindvaIJ -Axelsson 

et al, 1989) ct J'IL-! (French et al, 1999). Les capillaires des PC possèdent également des 

récepteurs pour l'angiotensine TT, la dopamine, la sérotonine, la vasopressine, le peptide 

natriurétiquc, J'cndothéline (Blay et al, 1994; Brooks et al, 1992; Conn et al, 1986; Crook et 

al, 1986; Vega et a l, 1992). 

La stimulation de ces récepteurs engendre des effets qui sont propres à chaque 

récepteur. Ainsi J'administration pendant cinq jours de bélaméthasone, chez le lapin, diminue 

la product ion de LCR de 43% et l'activité de NA+-K+-ATPase de 31 % (Lindvall-Axelsson et 

al, 1989). Chez le chien, l'injection intraveineuse d'oméprazole à doses thérapeutiques 

diminue la production du LCR de 26 % sans modification de l'activité ATPase (Javaheri et al, 

1997). Chez le lapin l' injection intraventriculaire de diazepam diminue la secrétion du LCR 

de 46 % sans atteinte de l' activité ATPase (Williams et al, 1990). La stimulation des 

récepteurs H2 de l' histamine, chez le chien, augmente la secrétion de LCR vraisemblablement 

par augmentation de l'AMPc (Crook et al,1986). 

L'injection intra-veineuse de nicotine, chez le rat, engendre une augmentation de 

l'ARNm de la TIR au niveau des PC (ct non au niveau hépat ique), de la concentrat ion de 

TIR dans le LCR et une chute des taux de TIR dans les cellules épithél iales choroïdiennes, 

ce qui indique une augmentation de la synthèse et de la sécrétion de TTR par les PC après 

stimulation par la nicotine (Li et al, 2000). 
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2-6 ImmunoslIrveil lalice cérébrale 

Le rôle des PC dans J'immunosurvci llance cérébrale n'cst que soupçonné, mais paraît 

vraisemblable puisque les PC const ituent une interface épithéliale si tuée entre le sang et le 

LCR qui est lui-même en contact étroit avec le cerveau. Matyszak et al (1 992) ont décrit, chez 

le rat, la présence de cellules présentatrices d'antigène dans le stroma villosi taire. 

McMenamin (1998) a mis cn évidence dans le stroma vi llositaire, chez le rat, des cellules 

dendritiques et des macrophages. Nathanson et al (1 989) ont également rapporté la présence 

d 'antigènes d'hi stocompatibilité HLA DR au niveau des cellules épithéliales des PC, el Han ly 

el Petito (1998) ont décrit des cellules dendritiqucs dans le stroma villositaire avec des 

prolongements intra-épithéliaux. Ces cellules qui peuvent être infectées par le HIV, pourraient 

servir de réservoir pour ce virus et contaminer secondairement le cerveau. 

2-7 Le flux sanguin 

Les PC sont des organes ri chement vascu larisés dans lesquels le débit sanguin est 

élevé (tab leau 2-8). Chez le lapin, l'uti lisation de microsphères radioact ives a permis de 

mesurer ce débit qui est de l'ordre de 430 mllmn/ l 00 g de ti ssu dans les PC et seulement de 

37 ml/mn/ IOO g dans le tissu cérébral (Mayhan et al, 1989). Dans les mêmes conditions de 

mesure, le débit des PC est 4 foi s plus important que le débit cérébra l chez le singe et 7 fois 

plus important chez le chien (Faraci et al, 1989). 

Le débit sanguin et le débit du LCR sont régulés par plusieurs mécanismes, 

notamment par la stimulation des récepteurs honnonaux et nerveux. Les données sont 

malheureusement fragmentaires el il est diffici le d'appréhender les processus qui les régulent. 

L' injection intra-atriale de sérotonine chez le singe et le chien augmente le débit 

sanguin dans les (Faraci et al, 1989), l'injection intra-veineuse d 'endothéline le diminue 

(N il sson el al, 1992). Chez le rat, "injection intra-veineuse de vasa intestina l peptide (VIP) 
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augmente le débit sanguin sans modifier la production de Le R, alors que l' inject ion intra· 

ventriculaire de VIP diminue la secrét ion du LeR et augmente le déb it sanguin (Ni lsson et 

al, 1991). 

Le peptide natr iurétique ne modifie pas le flux cérébral, par contre il augmente j usqu' à 

5 1 % le nux sanguin des PC (Kimberly et al, 1989). Chez le lapin l' inject ion inlra-vc Îneuse 

d ' arg inine-vasoprcss ine diminue le flux sanguin dans les PC de 50 % ct la product ion de Le R 

de 35 % pendant la période de perfusion (Faraci et al, 1990). L'i njection intra-vc ineuse 

d 'acétazolamidc fail chuter la production de LeR de 55 % alo rs que le débit sanguin dans les 

PC double (Farae; el a l, 1990). 

Chez le lapin, l' inj ection intra veineuse d 'angiotensine Il d iminue la production du 

LCR et le nux sanguin des PC (Maktabi et al, 1993) alors que le débit sanguin cérébral n'est 

pas modifié. C hez le rat , les effets de l' injection d ' angiotensine Il sur le débit sangu in varient 

selon les doses injectées et la localisation des PC: le débit des PC des ventricu les latéraux et 

dt] IVe ventricule ne sont pas modifiés par des doses fnib les ( 10 ng/kg/mn) ou élevées (100 

ng/kg/mn), a lo rs que des doses ll10yelUlcs (50 ng/kg/mn) le fon t chuter de 12 à 20 %. Le débi t 

du Ille vcn tricul e n 'est a rfecté par aucune de ces doses (Chodobski et al, 1995). Selon 

Chodobski ct a l ( 1999), ces e rfets différenc iés résultent de la sommation de l' e fTet 

vasoconstricteur direct de l' angiotensine II sur le lit vasculaire choroïd ien, de l'acti vation des 

a -ad rénoréccpteurs qui potentialisent l' acti vité sympathique vasoconstritrice, de la 

stimulation des p-adrcnorécepteurs qui favorisent la relaxati on des va isseaux choroïdiens et 

de J'act ion vasod il atatrice du NO. 
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2-8 Tableau comparant les caractéristiques des PC et des reins 

Plexus choroïdes reins 

Poids 3 g/I.3 kg (PC/cerveau) 300 g/70 kg (rein/corps) 

% du poids 0.2-0.3 % du poids cérébral 0.4 % du poids corporel total 

Quantité de 0.35 ml/mn 130 mllmn 
liquide produit 0.18 mllmnlg 0.43 ml/mn/g 

Flux sanguin 12-18 ml/mn 1200 ml/mn 
4-6 mllmnlg 4 ml/mnlg 

D'après W. Zheng (1996). 
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Chapitre 3 

Le tenne démence désigne une affection qui associe des troubles de la mémoire et un 

autre item de la série cogniti ve (langage, calcul , jugement, pensée abstraite, praxies, gnosies), 

évoluant depuis plus de 6 mois el perturbant la vie quotidienne. La maladie d'Alzheimer 

(MA) est la plus fréquente des démences dans les pays occidentau.x où elle représente 70 % 

des synd romes démentiels du sujet âgé (von Strauss et al, 1999). 

La maladie d'Alzheimer 

3-1 Historique 

La MA a été initialement décrite par Aloïs Alzheimer en 1907. Le cas prmceps 

conceme une patiente âgée de 50 ans, présentant initialement un déli re de jalousie, pu is une 

dégradation rapidement évolutive des fOllctions supéri eures conduisant à unc perte 

d 'autonomie totale et au décès en j'espace de quatre ans. L'examen anatomo-pathologique 

révéla un cerveau globalement atrophique et des foyers miliaires dus, pour Alzheimer, à 

l' accumulation d ' une substance étrangère, dont la nature amyloïde fut démontrée par Divry en 

1927. Par la sui te, Alzheimer décrivit éga lement les dégénérescences neurofibrillaires bien 

visib les par la méthodc d'imprégnation argentique mise au point par Bie1chowsky. 

Pendant de très nombreuses années, les travaux n 'ont [ait qu'améliorer la description 

des lésions anatolllopathologiques et des signes cliniques alors que la pathogénie restait 

totalcment obscure. En 1976, tro is équipes indépendantes découvri rent simultanément un 

déficit en acétylcholinc dans les cerveaux de patien ts souffrant de MA. En 1984 Glenner 

séquença la protéine p-amyloïde. Celle-ci déri ve d ' un précurseur, ]'amyloïd precursor prolein 

(APP) dont le gène, découvel1 en 1987, est situé sur le chromosome 21. La description de la 
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première mutation de )' AFP date de 1990. Les présénil ines 1 et 2, deux molécules impliquées 

dans le métabo li sme de l'APP, ont été découvertes en 1995. Enfin, le rô le et l' importance du 

phénotype apoE4 sont étudiés depuis 1993. 

Les cliniciens ont longtemps di stingué les famles préséniles des fonnes séniles. Ces 

dernières sont parfoi s encore appelées démence séni le de type Alzheimer (DTA). En fait 

"identité des lésions histologiques a fini par imposer, au congrès de Lausanne en 1967, la 

notion d ' unicité. Les démences séniles ct préséniles fonnent une seule et même maladie, la 

MA constituant vraisemblablement la vo ie finale commune d'un certain nombre de désordres 

métaboliques. 

3-2 Clinique 

Le stade prédémentiel est difficile à reconnaître du fait d 'une imp0l1ante hétérogénéité 

des troubles cognitifs et comp0l1ementaux selon les individus. L' affection débute 

habituellement de façon insidieuse par des troubles de la mémoire des faits récents, souvent 

associés à une réduction des activ ités de loisir, un syndrome dépressif (fTéquence très 

vari able, selon les études, de 0 à 80 %), une apathie, une agitation, une agress ivité, des 

troubles psychotiques (essentiellement délire ou hallucinations). Pour le malade tout sc passe 

comme si la recherche du souvenir oula maîtri se de j' apprent issage devenaient difficiles d 'où 

l'angoisse, la dépression, la réduction des activités programmables. 

Tous ces signes sont aspécifiques, ils s ' aggravent progressivement, sans à-coups, ct 

fin issent par inquiéter l' entourage alors que le pati ent les minimise ou même les nie 

(anosognosie). Ils s'accompagnent de troubles du jugement el du rai sonnement. Le patient ne 

retrouve plus ses lllotS et [ait des périphrases. Il devient progress ivement incapab le de 

dess iner, de réal iser des manipulations complexes (utiliser sa brosse à dents, planter un c1ou

apraxie). Il ne reconnaît plus ses amis (agnosie visuelle), se perd dans son quarti er, et ne 
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connaît ni la date, ni J'année ni même la saison en cours (désorientation temporospatiale). Son 

comportement se modifi e et habituellement le pat ient manifeste un désintérêt particuli èrement 

pénible pour l'entourage. Parfois il présente des hallucinat ions (environ 15 % des cas), des 

idées de persécution. L'inversion du rythme nycthéméral est fréquente avec déambu lation 

nocturne, ce qui perturbe profondément la vie fam iliale. Les troubles du comportement 

alimentaire sont fTéquents (45 %). Les troubles du comportement sexuel sont plutôt à type 

d'hypoactivité que d ' hyperactivité. Enfin la personnalité se modifie parfois considérablement, 

le patient devenant grossier voire ordurier, autoritai re ... . 

La MA évolue plus ou moins rapidement, la phase d 'état étant caractéri sée par un 

syndrome aphaso-apraxo-agnosique assez typique. Par la suite le patient devient grabatai re, 

totalement dépendant de l'entourage pour tous les gestes de la vie courante. Des troubles de la 

déglutition, une incontinence anale et urinaire apparaissent et le malade finit par s 'éteindre en 

moyenne 7 ans après le di agnostic, bien que mais 30 % des patients vivent plus de 10 ans et 

que les fonnes évoluant sur plus de 20 ans ne sont pas exceptiOlUlell es . 

3-3 Diagnostic pos itif 

Le diagnostic de MA au stade démentiel se fa it en deux phases. Dans la première il 

convient d 'affinner le syndrome démentiel, et dans la deuxième de confil1uer le diagnostic de 

MA et d 'éli miner les autres démences, en particuli er les démences curables. Au stade 

prédémentielle diagnostic est plus difficil e el nécessite le recours à des tests psychomoteurs. 

Le di agnostic de démence repose sur des données cliniques, et le di agnostic 

étio logique probable (maladie d 'Alzheimer, démence vasculaire . .. ) sur un faisceau 

d'arguments fourn is par les examens complémentaires, avec un pourcentage d 'elTeurs non 

négligeable. Le diagnostic défin itif n'est finalement porté qu'après la mort du patien t devan t 

la coexistence de signes cl inico-biologiques et de signes anatoll1opathologiques. 
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3-3-a Diagnostic au stade démentiel . 

L'interrogatoire se doit de préciser les caractéristiques du syndrome démentiel: 

altération de la mémoire, perturbation d'une ou plus ieurs fonctions cognitives (aphasie, 

ap raxIe, agnosie), perturbat ion des fonctions exécutives, retentissement social ou 

professionnel de ces anomal ies (critères du DSM-UIR ou du DSM-IV, tableau nO 3-3-a- t ). 

n convient de rechercher les antécédents familiaux de démence, de même que les 

notions de traumatisme crânien unique avec perte de connaissance ou répétés (démence des 

boxeurs). Les modal ités évolutives doivent également être connues: évolution régulière ou au 

contraire par à-coups, durée, événement révélateur (anesthésie). 

Pour évaluer les fonctions cognitives, les cliniciens ut ilisent fréquemment le Mini

Mental test de Folstein (MMSE, Mini-Mental State Evaluation), qui est un indicateur non 

spécifique de troubles fonctionnels cognitifs, sujet à de nombreux biais d'interprétation. En 

fonct ion du score obtenu, il est possible de classer les patients en trois groupes: démences 

légères (de 20 à 25) démences modérées (de 10 à 20) démences sévères (de 0 à 10). En fait 

pour l'interprétation des résultats, il faut teni r compte de l'âge et du niveau d'éd ucati on du 

patient (Derouesné, 1991). Les cliniciens et psychologues ont recours à d'autres tests tels le 

Set Test d ' Isaac, (test de fluence verbale, explore la mémoire sémantique), le test de Grober et 

Buschke (permet de différencier un troub le de l'encodage d' un troub le de la récupérat ion), le 

test des activités instmmenta les de la vie quolidielUle (lADL, explore les capacités du sujet à 

uti liser le téléphone, faire ses courses, préparer ses repas, faire son ménage, ut iliser les 

transports, suivre les traitements médicaux, gérer son argent; Pillon et Benoit, 199 1), le BEC 

96 de JL Signoret (batterie d'évaluation cognitive) .... 

L'examen clinique est le plus souvent normal. Il n'y a pas de syndrome déficitai re, 

tout au plus peut-on souvent noter la présence d'un syndrome extra-pyram idal su rtout si la 
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maladie est évo luée (Lopez et Becker, 1999) ct parfois de réflexes archaïques. A signa ler un 

amaigrissement très fréquent (44 % des sujets perdent du poids sur un an , 71 % sur hui t ans). 

Les examens biologiques permettent d 'éliminer une démence curable (carence cn 

vitamine B 12 ou cn rclates, hypothyroïdie, syphilis). Les dosages usuels réalisés sur le LCR 

sont normaux. 

L'électroencéphalogramme (EEG) est peu contribut if e! ne permet pas de différenc ier 

une MA d' une démence vasculaire. Au cours de la MA, il peut montrer une rlugmcntation des 

rythmes len ts a et S, et une diminution des rythmes rapides P alors qu'au CO UfS du 

vieilli ssement physiologique l'acti vité lente dim inue et l'activité rapide augmente. En fi n 

d 'évolution il peut ne persister que des rythmes lents parfois associés à des anomalies 

parox.yst iques (Gueguen et a l, 1997). Il n'y a jamais de focalisation. 

L' imagerie structurelle (tomodensitométri e, IRM) peut-être nonnale, bien 

qu ' habituellement, le scanner metLe en év idence une atrophie cort icale et sous-corticale avec 

légère d il atat ion ventriculaire, fréquemment associée à des phénomènes de leucoaraïose. 

L' at rophie prédomine au ni veau temporal. Ces examens permettent d 'éli miner de nombreuses 

autres affections: hydrocépha li e il press ion normale, séquelles d 'accident vasculaire cérébral , 

état lacuna ire, tumeur cérébrale ... 

La tomographie d'émission monophotonique peut objectiver une hypoperfusioll dans 

la région pari éto-temporale. Cet ex.amcn, de réalisation aisée ct de eoOt limité, est surtout 

utilisé en cas de doute diagnostique. Pour certains (Mielke ct al, 1994) les phénomènes 

d ' hypoperfusion l'cuvent apparaître avant les signes cl in iques, ct les données de l' imageri e 

fonctionnelle pourraient de ce fa it apporter une aide Împo rtante au diagnosti c précoce. 

Du vivant du patient, le diagnostic étio logique d ' un syndrome démentiel est 

essentiell ement clinique. Habi tuell ement les cl in iciens se servent des cri tères diagnost iques 

élablis par le DSM-IV el le NINCDS-ADRDA (MeKhann el al, 1984) pOlir classer les 
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patients dans l' uil des trois groupes suivants: MA probable, MA poss ible, MA certaine. Les 

critères N1NCDS-ADRDA (tab leau 3-3-a-2) permettent d 'atteindre 80-90 % de fiabi lité 

diagnostique (Farelle ct al, 1991). Le diagnostic de MA certaine se fait lors du décès du 

patient sur pièces anatomiques en se basant sur les critères de KhachalUrian (1985) qui 

évaluent le nombre de plaques séniles CPS) et de dégénérescences neurolibri ll aires (DNF) ou 

ceux du CERAD qui recommandent une évaluat ion semi-quantitati ve des PS tenant compte 

de l'âgedu pat ient (M ina et a l, 199 1). 

Il serai t très intéressant de disposer d ' un marq ueur bio logique fi able. De nombreux 

8utoanlicorps onl été signalés chez les patients souffran t de MA, par exemple la présence 

d'autoanticorps anti-microglie a été rappo rtée dans le sérum (Lemke cl al, 1999) et le LCR 

(McRae ct Dnhlst r{hn , 1992) chez les patients souffrant de MA, mais celle-ci trop inconstante 

et non spécifique, ne peu t servir de marqueur périphérique. L' ana lyse du LCR montre chez les 

patients atteint de MA, une diminution modérée des taux de transthyrétinc (RisSOOIl, 1988) el 

des fa lates (Carncy, 1979) cependant il ex iste un important chevauchement avec les va leurs 

obtenues chez les témoi ns. Plusieurs auteurs ont rapporté également une augmentation 

signi ficat ivc des taux de protéine tau dans le LCR Cl une chute des taux de protéine p

amyloïde (Andreasen ct a l, 1998; Galasko et al, 1998; Andreascn et al , 1999). Celte 

association semble pathognomonique mais les dosages sont de réalisat ion difficil e et ne sont 

pas de pratiq ue courante. Une autre diffi culté diagnostique réside dans le fai t que les patients 

présentant une MA isolée sans autre atteinte associée ne consti tuent vra isemblablement qu' un 

sous-groupe particulier (Pasq uier et Leys, 1997). 
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3-3-a-1 Critères de diagnostic selon le DSM 

Critères de démence (sans préjuger de l'étiologie) selon le DSM III-R (Diagnostic and 
Statistic Manual of Mental Disorder III revised défini par ['American Psychiatrie 
Association, 1987) 

1 Altération de la mémoire à court et long terme: 
-incapacité de se rappeler 3 objets après 5 minutes, 
-impossibilité de se rappeler des informations personnelles ou des faits connus de tous . 

2 Au moins une des manifestations suivantes: 
-altération de la pensée abstraite (incapacité à identifier des similitudes et des 
différences, à définir des mots . . . ), 
-altération du jugement comme le démontre l'impossibi lité d'affronter de façon 
appropriée les difficultés, 
-altération de la personnalité, c'est à dire modification ou accentuation de traits 
prémorbides, 
-autres perturbations des fonctions supérieures telles que aphasie, apraxie, agnosie et 
troubles des fonctions constructives. 

3 Les perturbations précédentes interfèrent significativement avec les activités professionnelles ou 
sociales. 
4 Les troubles ne surviennent pas de façon exclusive au cours d'un état confusionnel aigu. 
S Mise en év idence d'un facteur organique responsable de l'affection ou à défaut absence de trouble 
mental non-organique pouvant expliquer les symptomes. 

Critères de la MA selon le DSM-IV (1994) 

A Apparition de déficits cognitifs multiples comme en témoignent à la fois: 
1 altération de la mémoire (baisse de la capacité à apprendre des informations nouvelles ou à se 
rappeler des informations apprises antérieurement), 
2 une ou plusieurs des perturbations cognitives suivantes: aphasie, apraxie, agnosie, perturbations des 
fonctions exécutives. 

B Les déficits cognitifs des critères A 1 et A2 sont à l'origine d'une altération significative du 
fonctionnement social ou professionnel et représentent un déclin significatif par rapport au niveau du 
fonctionnement antérieur. 

C L'évo lu tion est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif continu. 

o Les déficits cognitifs des critères A 1 et A2 ne sont pas dus: 
1 à d' autres affections du système nerveux centra l qui peuvent entrainer des déficits 

progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (Parkinson, hématome sous-durai . . . ) 
2 à d 'autres affections générales pouvant engendrer une démence (hypothyroïdie, carence en 

vitamine B 12 ou en folates .. . ). 

E Les déficits ne surviennent pas de façon exclusive au cours d ' un état confusionnel aigu. 
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3-3-a-2 Critères de diagnostic de la MA selon le groupe de travail NINCDS-ADRDA 

1 Les critères de diagnostic de MA probable sont: 
-syndrome démentiel évoqué sur les données cliniques, objectivé par une échelle telle que le MMSE et 
confirmé par les tests neuropsychologiques; 
-présence de déficits portant sur au moins 2 fonctions cognitives; 
-aggravation progressive des troubles cognitifs; 
-début entre 40 et 90 ans; 
-absence de maladie systémique ou cérébrale pouvant provoquer par elle-mêmes des troubles cognitifs 
progressifs. 

2 Le diagnostic de MA probable est étayé par: 
-une détérioration progressive du langage, des troubles des fonctions gestuelles (apraxie), de la 
perception ( agnosie); 
-une diminution des activités quotidiennes et des troubles du comportement; des antécédents familiaux 
de troubles similaires; 
-les résultats des examens de laboratoires: absence d'anomalies du LCR étudié avec les méthodes 
usuelles; EEG nonnal ou présentant des anomalies non spécifiques comme une augmentation des 
rytrnes lents; signes d'atrophie cérébrale en tomodensitométrie progressant lors de la répétition des 
examens. 

3 D'autres signes sont compatibles avec le diagnostic de MA aprés élimination des autres 
causes de démence: 
-existence de plateaux dans l'évolution de la démence; 
-symptomes associés: dépression, insomnie, incontinence, délire, hallucinations, troubles sexuels, 
perte de poids, 
-présence chez certains patients, surtout à un stade avancé de la maladie d'autres signes neurologiques: 
rigidité, myoclonies, crises comitiales, troubles de la marche. 

4 Symptomes qui rendent le diagnostic de MA improbables: 
-début soudain, 
-déficits neurologiques focaux tels que hémiparésie, déficit du champ visuel, de la sensibilité. 

5 Le diagnostic de MA possible peut étre porté: 
-devant un syndrome démentiel en l'absence d'autres affections systémiques, neurologiques ou 
psychiatriques pouvant donner de tels symptômes, et en présence de variations dans le mode début, les 
symptômes initiaux et l'évolution; 
-en présence d'une autre affection systémique ou cérébrale susceptible de causer une démence mais 
qui n'est pas considérée comme la cause de la maladie; 
-devant un déficit cognitif limité à une seule fonction, d'évolution progressive et sévère, en l'absence 
d'autre cause identifiable. 

6 Le diagnostic de MA est certain seulement lorsque sont associés: 
-les critères du diagnostic de MA probable 
-les signes histopathologiques obtenus par biopsie ou autopsie. 
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3-3-b Diagnostic au stade prédémcntiel 

Le diagnosti c à ce stade peut être ardu , la frontière entre nonnalité et pathologie étant 

parfois difficile à définir. Un diagnostic précoce paraît néanmoins souhaitable car, avec la 

commercia li sation des anticholinestérasiques et l'apparition prochaine d'autres classes 

thérapeutiques, il est possible d'escompter dans un avenir proche une progression plus lente, 

et à terme, une latence voire une régression de la MA. 

Habituellement la maladie débute par un trouble en apparence isolé, qUi souvent 

n' inquiète pas l'entourage: trouble mnésique, trouble du langage, syndrome dépressif, 

perturbation des conduites sociales . . Toute la difficulté réside dans le fait que les marqueurs 

biologiques ne sont pas spécifiques et qu 'à ce jour les cliniciens, en présence de signes 

atypiques ou di screts, sont obl igés d'avoir recours aux batteries de tests psychomoteurs 

envisagés précédemment. Celles-ci sont malheureusement de mise en œuvre laborieuse et 

réalisables seulement dans quelques centres. La méta-analyse de Clarfi eld (1997) portant sur 

1879 sujets âgés de plus de 65 ans, trouve une proportion de démences variant de 3.1 % à 

29.1 % selon les cri tères utilisés; ce fait illustre bien les problèmes posés par ce diagnosti c. 

Le dosage de la protéine tau dans le LCR pourrait être particulièrement intéressant 

dans ce cas. Kurz et al (1998) ont en effet montré que, dans les stades prédémentiels de la 

MA, la concentration de protéine tau était signi ficati vement augmentée alors qu 'elle est 

nonnale dans les démences de type vasculaire (Arai et al , 1998). 

Dans les fonnes débutantes, dans le LCR, il semble que le taux d ' AP42 soit augmenté 

el que celui d 'Ap40 so it diminué, el qu ' au cours de l'évolution, les taux d'Ap42 diminuent 

progress ivement (Jensen et al, 1999). Tapiola et al (2000), dans une séri e de 17 patients 

souffrant de MA, ont mis en évidence une diminution des taux de protéine amyloïde (AP42 et 

AP40) dans le LCR dès le début de l' évolution de la MA, alors que les taux de protéine tau 

augmentent chez la moitié des patients et diminuent dans l'autre moiti é. 



46 

3-4 Dillgnostic différentiel 

Il peut être diffic ile lors de l'appari tion des premiers signes cliniques. Il convient 

d 'éliminer cc qui n 'est pas une démence: plainte mnésique sans autre anomalie associée 

(encore appelée oubli bénin dû à l' âge mais pouvant parfois évoluer vers une authentique 

démence). troubles cognitifs liés à un syndrome dépressif, confusions mentales, démences 

curables (hématome sOlls-dural, tumeur cérébrale, troubles psychiques dus à une 

hypothyroïdie, à une ca rence en fo lates ou en vitamine B J 2). Certa ines démences, notamment 

chez le jeune, peuvent débuter par un syndrome dépressif ou des troubles psychiatriques. 

Il fau t également diffé rencier les démences symptomatiques: séquelles de traumatisme 

crânien, hyd rocépha li e â pression nonnale, éthyli sme, intox ication par les métaux lourds 

(bismuth, plomb, mercure .. ) ou pa r l'oxyde de carbone.) 

Le di agnostic étio logique d ' un syndro me démen tiel peut être est diffic il e même 

lorsqu'i l est évo lué . Vanna et al (1999) ont montré au cours d'une étude avec vérification 

post-morlem de 56 sujets déments que les critères NINCDS-AOROA avaient une fa ible 

spéc ific ité (0.23) dans les cas de démence corticale: 28 des 30 pnt ient s atteint s de MA étudiés 

par ces auteurs présentaie nt les critères de MA probable alors que 6 des 20 patie nts atteints de 

démence l'rontotempora lc préscntaientles mêmes caractéristiques. 

Pl usieurs systèmcs de classification ont été proposés cn ronction dc la prédominance 

de l'atteinte: démence corticale et démence sous-corticale, présence ou non de signes 

neuro logiques. 

3-4-a Démcnccs SlinS s igne ncul'Ologiquc: 

Les pseudo-démences dépressives: on les observe chez des patien ts qu i presen ten t un 

syndrome dépress if sévère et une baisse de j'e fficience intell ectuell e (A rnaud-Casliglioni , 

1989). Le malade paraît apathiq ue, dés intéressé, faisan t preuve d ' lille grande négligence 

corporelle. On conçoit qu ' un tcl ta bleau puisse en imposer pour un syndro me démenti el 
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débutant, d 'autant plus que les examens paracliniques sont habituellement 1l00maux. Souvent 

c'est l'épreuve thérapeutique (prescription d 'antidépresseurs) qui perole! de rectifier le 

diagnostic. Néanmoins un syndrome dépressif chez un sujet âgé peut annoncer une démence 

ultérieure. Alexopoulos et al (1 993) après avoir suivi , pendant 33 mois, 57 sujets âgés 

présentant un syndrome dépressif majeur relèvent 43 % de démence chez les sujets traités 

pour pseudo-démence dépress ive et 12 % de démence chez les patients traités pour syndrome 

dépressif. 

Les démences vasculaires occupent le deuxième rang par ordre de fTéquence (environ 

20 %). 11 s 'agit d ' un concept qui regroupe sous une même dénomination des lésions de type 

hypoxique ou ischémique. Sur le plan anatomopathologique ce diagnostic correspond à 

plusieurs sortes d'anomalies: În farcissement massif, lacunes multiples (muiti- infarcts 

dementia, MID), infarctus cérébral dans un ten'itoire stratégique (thalamus, noyau caudé, 

gyms angulaire) ou leucoaraiose (Roman, 1999). Les démences vasculaires aiguës sont 

habituellement secondaires à un infarctus cérébral volumineux. Les démences vasculaires 

chroniques se trad uisent par un syndrome démentiel évoluant par à-coups; le scanner cérébral 

révèle des lacunes, des séquelles d'infarctus ou des phénomènes de leucoaraiose. L'évolution 

des démences vasculaires est fréquemment plus brève que celle des MA. Le diagnostic 

d ifférentiel est parfois diffi cil e avec la MA. Le score d'Hachinski pennet théoriquement de 

différentier MA et MID (Hachinski et al, 1975), mais la validité de ce score est très fortement 

contestée (Moroney et al, 1997). 

Les démences vasculaires sont associées parfois à une MA; on parle alors de démence 

mixte. Ce diagnostic, très difficile à porter du vivant du pat ient, n'est souvent posé que su r 

pièces anatomiques. La proportion de démences mixtes est probablement élevée (voir 

paragraphe maladie d'Alzheimer et maladie vasculaire) ce qui témoigne de l'intrication 
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fréquente, selon des proportions variables, de lésions vasculai res et de lés ions de MA (Fallet

Bianco et al, 1990). 

Les démences par hydrocéphalie cl pression normale (liPN) se traduisent 

classiquement par l'associat ion d ' un syndrome démentiel, de troubles de J'équilibre, de 

mictions impérieuses. La symptomatologie peut être dissociée. Le diagnostic est rait par 

l' examen lomodensitométrique qui met en évidence une dilatation ventricu lai re sans atrophie 

cortica le. Le traitement consiste à créer une dérivation alrio-ventriculaire qui peut faire 

régresser le syndrome démentiel. 

Les démences alcooliques: le contexte est théoriquement différent, el le scanner 

cérébral peut montrer une atrophie. Le sevrage engendre une amélioration plus ou moins 

rapide chez deux tiers des patients. 

Les démel/ces à prions: la plus fréquente est la malad ie de Creutzfeld-Jakob, dont 

l' évolution peut parfois en imposer pour une MA. Les patients présentent souvent des 

myoclonies surtout en fin d 'évolution, l'EEG est perturbé, l'évo lution est plus rapide. Le 

diagnostic biologique repose sur la découverte, dans le LCR, de trois protéines produites en 

excès, la protéine 14-3-3, l' énolase-neurone spécifique (relarguée lors de la mort neuronale) et 

la protéine S- l 00 (témoin de la gliose réactionnelle). 

Les démences fronto-temporales se traduisent par des troubles du comportement avec 

perte de l'autocritique, indi fférence, négligence physique, perte des convenances socia les, 

conduite desi nhibée (sexualité non réfrénée), boulimie .. .J1 n'y a pas de troubles mnésiques, 

l'orientation temporo-spatiale et les prax ies sont conservées. L'EEG est nonnal, le scanner 

met en évidence une atrophie fronto-temporale le plus souvent symétrique. Sur le plan 

anatomique il ex iste une dépopulation neuronale. Dans les régions atteintes, les neurones sont 

ballonnés et contiennent des boules argentophiles appelées corps de Pick. JI n'y a pas de 

traitement. 
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3-4-b Démences avec signes neurologiques: 

Certaines démences sont associées à un syndrome neurologique: 

La paralysie suprafluc/éaire progressive associe une démence de lype frontal, une 

paralysie de 1'oculomotricité vert icale el un syndrome akinéto-ri gide de type parkinsonien. 

La démence à corps de Lewy diffus se tradui t cl iniquement par un syndrome démentiel 

fluctuant associé à des ha llucinations visuelles et des signes extra-pyramidaux qui peuvent 

évoquer une authentique maladie de Parkinson. L'EEG est souvent perturbé (McKeith et al, 

1994). Sur le plan histologique, on constate la présence d' inclusions éosinophiles dans le 

cytoplasme de neurones du cortex, du locus coeruleus et de la substantia nigra ainsi qu ' une 

dépopulation neuronale et une gliose. La plupart de ces pati ents âgés présentent également des 

PS et un tiers des DNF (Lennox, t 992). 

La démence corlico-basale associe un syndrome akinéto-rig ide et une apraxie à 

prédominance unil atérale. La démence apparaît tard ivement au cours de la malad ie. 

3-5 Anatomie pathologique 

La MA est caractérisée sur le plan anatomopathologique (B ri on et Duyckaerts, 1991) 

par l' associat ion de plusieurs anomalies que l'on peut également observer, avec une intensité 

moindre et une répart ition différente, chez Jes suj ets âgés nonnaux. Les lésions, b il atérales, 

aUeignent plusieurs régions: les lobes frontaux, les aires associatives, Je système diencéphalo

thalamo-hippocampique (région de l'encodage el de J'accès aux souveni rs récents). La 

démence résulte vraisemblablement de la perte de ci rcuits neuronaux clefs. 

L'a trophie cérébra le, essentiellement due à une perte neuronale, peul manquer dans 

les fonnes tardi ves, ma is habitue ll ement ell e atteint l'ensemble des circonvolutions avec une 

prédilection temporopariétale. L'observation en microscopie électronique montre que les 
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synapses restantes sont moins nombreuses mais plus larges. Shimohama et al (1997) ont 

démontré, sur des ex traits de cortex cérébra l par western blct, que ces modifications 

s'accompagnent d'une diminution en synaptophysinc et synaptobrévine. Celte perte 

synaptique, plus importante dans les fonnes à début précoce que dans les fomlcs à début 

tardif (Davidsson et Blennow, 1998) semble liée non pas à la surcharge en protéine amyloïde 

mais plutôt à la densi té des DNF (Hamos et al, 1989). 

Des [onnes à début localisé, par exemple à type d 'aphasie progressive, ont été 

décrites; cependant, dans ce cas, les lésions histologiques sont toujours diffuses. 

Les plaques séniles (PS) sont des fomlations grossièrement arrondies de 40 à 200 ~m 

de diamètre avec un centre fonné de dépôts fibrilla ires extraccllulaires de protéincs p

amyloïde (essentiellement PI-42), une couronne form ée de prolongements nerveux plus ou 

moins dilatés renfennanl de nombreuses dégénérescences neurofibrillaires (plaques classiques 

ou ncuritiqucs) et des vésicules présynaptiqllcs caractérist iques des temlinaisons axonales 

(Terry et al , 1964). Plusicurs autres types de PS ont été décrits: certaines sont dépourvues de 

centre amyloïde (plaques primitives), d'autres de couronne neuritique (burned-ollt plaques) . 

Les PS sont présentes dans l'cnsemble du néocortex, dans l' hippocampe et parfois dans les 

noyaux gris ccntraux. Au niveau du néocortex la densité des PS est homogène (Mi rra et al, 

1991). Les neurones dystrophiques de la périphérie des PS présentent un déficit en 

synaptophysine et en synaptotagmine, ce qui suggère une diminution du nombre des synapses, 

une altération des phénomènes de neurotransmission et d'exocytose (Ferrer et al, 1998). Le 

cerveau des pat ients âgés, qu 'i ls soient ou non atteints de MA, cont ient fréquemment des 

dépôts diffus de protéine amyloïde sous fonne so luble et non fibri llaire, bien visibles en 

imn1ullohistochimie, et qui ne sont pas entourés de DNF. Cel1aills auteurs estiment que les 

plaques diffuses constituent les précurseurs des plaques matures (Mauson, 1997). Les dépôts 

diffus prédominent dans les couches J, Ill , et IV alors que les PS siègent essentiell ement dans 
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les couches II et III (Hauw et Delaère, 1991). Les PS renferment également de nombreux 

composants de la matrice extra-cellulaire: thrombospondine (Buée et al, 1997) et héparane 

sulfate protéoglycanne (Snow et al, 1994). 

L'angiopathie amyloïde est caractérisée par des dépôts de protéine amyloïde 

(essentiellement P-40) dans la paroi des capi llaires, des veines et des artérioles cérébrales. 

Elle se rencontre au cours de la MA, chez des sujets âgés normaux (la fréquence augmente 

avec l'âge) et chez cCI1aÎns pat ients souffrant d'hémorragies cérébrales à répétition. 

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) se traduisent par des inclusions 

argyrophiles intraneuronales formées d 'un matériel fibri llaire aBonnaI. Cel ui ~c i est constitué 

de deux fi laments enroulés en forme d'hélice (paired helical filam ents ou PHF) fonnés 

essentiellement de protéine tau hyperphosphorylée. L'accumulation de PHF se traduit par 

l'apparition, dans les prolongements axonaux, de « fibres tortueuses)} (neuropils threads) et 

au ni veau des corps cellulaires et dendrites apicaux de dépôts plus volumineux appelés 

dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (Braak et Braak, 1991). Celles-ci siègent 

essentiellement dans les cell ules pyramidales du cortex associatif, l'hippocampe, le noyau de 

Meynert, le locus coeru leus et le noyau du raphé médian dorsa l. La gravité du syndrome 

démentiel varie proportiOIll1ellement au nombre de DNF. Elles peuvent néanmoins être 

absentes du néocortex dans J O % des MA pour TelTy et al (1987) et 50 % pour Fa llet-Bianco 

et al (1990). Elles sont fréquemment rencontrées dans le néocortex des sujets âgés témoins 

(environ 50 % des cas) (Fallet-Bianco et al, 1990), leur nombre augmente avec l'âge, mais 

reste toujours inférieur à celui rencontré chez les patients atteints de MA. 

On observe également des DNF dans de nombreuses autres affections telles que la 

maladie de Pick, la dégénérescence cortico-basale, la paralysie supra-nucléaire progress ive, le 

Parkinson post-encéphalique, la panencéphalite sclérosante subaiguë. Ces affec tions sont 

actuellement regroupées sous le temle « tauopathies )). 
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Les corps de Hirano sont des inclusions arrondies éosinophiles, présentes dans les 

neurones et les ol igodendrocytes de la come d 'Ammon, observées au cours de la MA et du 

vieilli ssement nOllna\. En iml11unohistochimie ces inclusions fixent les anticorps 

monoclonaux anti~actine, anti-tau, anti-et actinine, anti -vinculine, anti-tropomyosine (Brion et 

Duyckaerts, 1991; Galloway et al, 1987). 

Les neurones, surtout cellx de l'hippocampe, renfennent parfois des vacuoles 

argyrophiles de 5 ).un de diamètre. Ces vacuoles sont observées au cours du vieillissement 

physio logique et de la MA. Les astrocytcs fibrillaires sont hypertrophiés sans augmentation 

de leur nombre. 

3-6 Rapports entre le vieillissement cérébral, la maladie d'Alzheimer et la maladie 

vascu laire 

3-6-a Le vieillissement cérébral normal 

Le grand âge n'est pas synonyme de démence même si la prévalence des syndromes 

démentiels y est très élevée (près de 40 % après 95 ans) . En fait il est admis que la 

détérioration mentale est li ée essentiellement à des affections incidentes (par exemple la MA) 

el non à l'âge (Ritchie, 1998). 

Le volume el le poids du cerveau diminuent avec l'âge. Chaque hémisphère perd 3,5 

% de son vo lume par décade chez l'homme après l'âge de 20 ans, et 2.5 % chez la femme. Il 

semble que l'atrophie in itiale soit surtout corticale, qu 'elle soit suivie d 'une atrophie de la 

substance blanche et qu'elle siège essent iellement au niveau du lobe frontal (Mrak et al, 

1997). Le ratio volume cérébral/volume de la boite crânienne est de 95 % à 60 ans et de 

seulement 80 % il 90 ans (Mrak et al, 1997). Le cerveau après 60 ans perd environ 2 à 3 g, par 

an, surtout aux dépens du lobe frontal. A l' âge de 80 ans il a perdu envi ron 10 % de son poids 

(Mrak et al, 1997). 
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L'atrophie est inégalement répartie: chez J'adulte la diminution du volume fronta l est 

de 0.55 % par an alors qu 'elle n 'cst que de 0.28 % pour le lobe temporal (Coffey et al, 1992). 

Ceci se traduit par un élargissement des sillons corticaux et des ventricules (Guttmann et al, 

1998) avec une augmentation annuelle de vo lume respectivement de 2.8 et 3.2 % pour le 3e 

ventricule et les ventricules latéraux (Coffey et al, 1992). Les volumes de chaque ventricule 

latéral et du 3c ventricule sont ainsi d'environ 15 ml chez l'adolescent et de 55 ml chez le suj et 

de 60 ans (Coffey et al, 1992). De ce fait , la quantité totale de LCR augmente 

progressivement, de 97.4 ml à l'âge de 35 ans à 164.5 ml à l'âge 71 ans (Tanna et al , 1991) 

avec toutefois de grandes variations individuelles. De plus, de nombreux sujets ne présentent 

ni atrophie corticale ni élargissement ventriculaire (Coffey et al, 1992). 

Sur le plan hi stologique, classiquement 40 % des ce ll ules neurona les peuvent 

di sparaître au cours du viei ll issement. En fa it il semble que les premières études de comptage 

aient été faussées par un artéfact de préparation (Wickelgren, 1996). Actuellement la majorité 

des auteurs admet que la perte neuronale est répartie irrégulièrement, 50 % des neurones de la 

substanti a nigra ct seulement 25 % de la région médiotemporale dispara issent avec l'âge alors 

que la pelie neuronale est nég ligeable au niveau des noyaux gris centraux (Drachman, 1997). 

L'atrophie cérébrale affecte surtou t les lobes fronta l et temporal plutôt que le lobe pariétal, et, 

à ce niveau, concerne plutôt les grands neurones, ce qui conduit à une augmentation relative 

du nombre des petits neurones. Ceci est associé à une augmentation de la glie. La densité 

neuronale ne varie pas avec l'âge alors que l'épaisseur de la substance grise chute confirmant 

ainsi l'existence d'une pelie cellulaire (Terry I:;t al, 1987). Au niveau cérébelleux, chez la 

majorité des sujets, le nombre des cell ules de Purkinje diminue (Hall ct al, 1975). 

Le nombre de synapses diminue surtout au niveau fronta l, peu au niveau temporal 

(Gibson, 1983). La plastici té cérébrale paraît longtemps conservée, pu isqu 'au cours de la 8c 

décade, une cro issance dendrilique persiste au niveau des cellules pyramidales de la région 
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parahippocampiquc (Bueil et Coleman, 1979; Gibson, 1983). Pendant l' installation de cette 

atrophie, des dépôts lipofuchsiniques apparaissent dans les cellules pyramidales et certains 

neurones. Le nombre d'astrocytes activés, c'est à dire élaborant la protéine neurotrophique S 

100p. augmente, de même la microglie activée, synthétisant l ' IL~ I, est plus abondante (Sheng 

et al, 1997). 

Les vaisseaux du polygone de Willis et de la base du crâne deviennent légèrement 

athéromateux sans que cela modifie significativement leur lumière. Par contre les artérioles de 

moins de 1 mm présentent une surcharge hya line, les cellules muscula ires lisses de la média 

sont remplacées pal' du tissu conjonctif, les artérioles s'allongent et devierulent tOitueuses, 

plus épaisses et plus rigides avec l'âge (Spangler et al, 1994). La densité des capi llaires est 

plus fa ible, même en tenant compte de la diminution de l' épa isseur du parenchyme cortical. 

L'architecture des capillaires est légèrement modifiée, le nombre de branches de di vision et 

leur longueur diminuent, les contours sont moins régu liers (Buée et al, 1994). Les espaces 

péri vasculaires de Virchow~Robi n augmentent de taille et peuvent former de petites lacunes 

plus nombreuses et plus volumineuses chez les suj ets hypertendus que chez les normotendus. 

Ces lacunes se rencontrent essentiellement dans la substance blanche (Dozono et al, 199 1). 

Les veines sont le siège d'une surcharge en tissu collagène (Mrak et al, 1997). 

Enfin, les phénomènes de leucoaraiose sont très fréquents. Ils se traduisent en 

tomodensitométrie par des taches blanchâtres péri ventricu lai res qu i correspondent en 

microscopie optique à une dilatat ion des espaces périvasculaires, une pâleur de la myé line 

hémisphérique, une surcharge des veines en collagène, et une augmentation de l'hydratation 

des astrocytes. Au niveau de la substancia nigra ct du locus coenlleus on constate une 

accumulat ion de neuromélanine (Mrak et al, 1997). Le taux de protéines oxydées augmente 

exponentiellement avec l'âge (Smi th et al, 1991 ; Smith et al, 1996), l'ADN mitochondrial 

des neurones corti caux et cérébelleux est par ai ll eurs le siège de multiples lésions oxydat ives 
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cc qu i se tTaduit par J'accumulation du nucléos ide oxydé 8·hydroxy-2'deoxyguallosine 

(Mecocci el al, (993). 

3-6-b Vieillissement et maladie d 'Alzheimer 

Dans une étude longitudinale Fox et al (1999) ont montré que la perte de volume 

cérébra l annuelle est plus importante chez les patients atteints de MA que chez les témoins 

appariés (2.4 % par an vs DA %). Ceci s'explique par une perte neuronale accrue. La couche 

Jj du cortex entorhinal cont ient environ 0.65 x 106 neurones, la couche IV environ 106, 

Gomez-Is la et al (1996) ont comptabilisé le nombre de neurones à ce niveau dans une séri e de 

20 autopsies. Le nombre de neu rones reste constant entre 60 et 90 ans. Les patients décédés 

au stade de démence légère présentent une perte cell ulai re de 60 % et de 40 % dans les 

couches n et IV, et ceux décédés avec une démence très évoluée une perte cellulai re de 90 % 

et 70 % dans ces mêmes couches. 

Le vo lume du LCR augmente significati vement chez les patients attein ts de MA, 245.3 

± 69.7 ml chez les suj ets souffrant de MA vs 164.5 ± 47.8 chez les témoi ns appariés (Tanna et 

al, 199 1). Le volume des ventricules latéraux est de 63 .7 ± 30.9 ml vs 3 J.9 ± J 7.8, le vo lume 

ex traventriculaire de 182 ± 52.7 ml vs 132.6 ± 43.2. L'augmentat ion de volume des 

ventricules latéraux n 'est pas due à une hyperpress ion du LCR, en effet les tests d ' inFusion 

montrent que le tissu cérébral réabsorbe nonnalement le liquide injecté en intra-ventricul aire 

avec un débit de 0.76 ml/mn (Coblentz et al, 1973). 

L'hippocampe de sujets âgés non déments présente souven t des DNF dont le nombre, 

bien qu 'augmentant avec l'âge, reste infé rieur à celui observé dans la MA (Bai l, 1978). Après 

le décès de sujets âgés de plus de 75 ans présentant des fonctions supérieures Ilomlales (mini 

mental state de Folstein > 28) plusieurs études anatomopathoJogiques ont montré que ces 

DNF étaient si tuées exclus ivement dans le cortex entorhinal et l' hippocampe (Delacourte ct 



56 

al, 1997). Miller et al (1984), dans UI1 travail portant sur 150 patients de plus de 65 ans, 

rappOl1cnt que 12.7 % des sujets ont beaucoup de DNF et de PS, et que 71 % présen tent 

quelques DNF ou de rares PS, le nombre de ces deux lypes de lés ions étant positivement 

corrélé avec l'âge. 

Chez le sujet âgé témoin, la densité des PS augmente avec l'âge. Elles sont surtout de 

type diffus et siègent essentiellement dans le néocortex fronto-temporal et occipital, el ne sont 

pas associées à des DNF, ces dernières étant retrouvées essentiellement dans l' hippocampe et 

le cortex entorhinal (Arriagada et al, 1992). A la fin de la neuvième décade, 80 % des sujets 

nomlaux présentent des dépôts p-amyloïdes (Davies et a l, 1988), ceux-ci sont constants chez 

les centenaires (Delaere et al, 1993). Les lésions dues à l'âge seraient donc proches mais 

di fférentes en intensi té et en répartition de celles rencontrées dans la MA (Mukaetova et al, 

1996). 

En fait cert ai nes études récentes sont plus nuancées. Arriagada et al (1992), dans un 

travail portant sur 25 sujets non déments, montrent que certains patients ont peu de DNF mais 

de nombreuses PS dans le néocortex temporal , alors que d 'autres présentent de nombreuses 

DNF et, pas ou peu de PS. La fréquence des PS ne semble donc pas liée au nombre de DNF 

(Giannakopoulos et al, 1994). Braak et Braak (199 1) ont décrit plusieurs stades de MA en 

fonction de la progression des DNF du cortex entorhinal vers l'ensemble du néocortex. De 

nombreux travaux réalisés chez des patients possédant des fonctions supérieures considérées 

comme nonnales ont révélé la présence de DNF au niveau du cortex temporal. Ces patients 

sont considérés actuellement comme présentant une MA au stade préclinique (Delacourte et 

al, 1997) ce qui amène à la not ion de « réserve cérébrale »; certains individus atteints de MA 

sur le plan anatomique présenteraient des fonctions supérieures encore normales en raison 

d'un plus grand nombre de neurones et/ou d'une plus grande densité d 'interconnexions 
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neuronales, d ' une plus grande richesse cn stratégies cogniti ves, la décompensat ion survenant 

au-delà d ' un seuil à partir duquel il n' y a plus d ' adaptation poss ible (Mortimer, 1997). 

Hulette et al (1998), étudiant le cerveau de 3 1 patients décédés présentant de leur 

vivant un test de Foistein nonnal (> 25) ont trou vé 10 ind ividus (de 72 à 93 ans) avec un 

cerveau considéré comme normal, 7 sujets très âgés (de 85 à 105 ans) avec de rares PS, et 14 

suj ets avec de nombreuses PS de type neuritique (associées dans 11 cas à de multiples DNF). 

Chez ces dern iers patients les tesls psychométriques avaient mis en évidence des défi cits 

cognitifs el une altération des fonctions frontales exécutives. Ce travai l montre que le nombre 

de PS augmente avec l' âge, que des tests psychométriques pennettent d ' isoler un sous-groupe 

de suj ets âgés considérés comme nonnaux, présentant toutefoi s une baisse de certa ines 

fonctions cognitives ou exécutives et des lésions de type MA. Ces patients présentent 

vrai semblablement une MA au stade prédémenti el. 

Les lés ions dues au vieillissement sont donc proches de celles de la MA, elles en di ffè rent 

toutefoi s par leur intensité et leur répartition. Il existe un groupe de patients qui présente des 

fonctions supérieures n0I111al es et des lésions caractéristiques de MA, ces patients sont 

considérés comme atteints de MA au stade prédémentiel. 

3-6-c Malad ie d 'Alzheimer et malad ie vasculaire 

La densité des cap ill aires cérébraux diminue de façon significative au cours de la MA, 

nettement plus que chez les témoins du même âge (Buée et al, 1994). Le ratio d iamèt re 

interne de la média/d iamètre exteme est significat ivement abaissé chez les patients atteints de 

MA (Tomimoto et al , 1999). 

Jusqu ' à ces dernières années, depu is les travaux du groupe de trava il NINCDS

ADRDA (McKahn ct al, 1984), l' absence d ' atteinte vasculaire au cours de la MA était 
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admise. Théoriquement, J'évolution d'une MA est lentement progressIve, le scanller 

cérébral n'objecti ve qu 'une atrophie cérébrale, et le score ischémique de Hachinski est 

inférieur ou égal il 2. En fait, les pati ents qui présentent ces critères ne correspondent 

vraisemblablement qu 'à un sous-groupe part iculi er de patients atteints de MA. En effet, 

Lim et al (1999), étud iant le cerveau de 134 patients déments décédés et autopsiés, ont trouvé 

que 94 d 'entre eux présentaient des lésions de MA répondant aux critères du CERAD . 

Seulement 34 avaient des lésions de MA isolées alors que les 60 autres patients possédaient 

également des anomalies vasculaires ou des sti gmates de maladie de Parkinson. 

Les anomalies de la substance blanche au cours de la MA peuvent avoi r une double 

origine: dégénérescence sous-corticale walléri enne secondaire à l' apoptose cort ica le, lésions 

vasculaires indépendantes de l'atteinte c0l1ica ie (Derouesné et Poiri er, 1999). Chez de 

nombreux patients, dont la maladie est parfois marquée par des évolutions brutales, les lésions 

de type vasculaire sont fréquentes au scanner, ct le score d 'Hachinski souvent élevé. Il est 

d 'ailleurs vraisemblable que la fréquence des démences vasculaires est surest imée (Derouesné 

et Poirier, 1999). Sur le plan anatomique les plaques séniles et les dégénérescences 

neurofi brill aires sont plus ou moins nombreuses et associées à des signes d 'atteinte vasculaire 

d ' intensité variable. 

Les facteurs de ri sque vascu laire sont fréquents chez les patient s atteints de MA et 

certains syndromes démentiels évo luent progress ivement comme une authent ique MA après 

llll accident vasculaire cérébral (A VC) (Pasquier et Leys, 1997). Kokmen el al (1996) ont 

montré que le nombre de MA était 9 fois plus élevé 1 an après un A VC et que, par la suite, en 

l' absence de démence initiale, le risque de démence était le double de celu i de la population 

témoin. Par ailleurs Hénon et al (1 997), étudiant 202 pati ents consécuti fs victimes d ' un A VC, 

ont mis en évidence des signes de démence préexistante chez 1 pati ent sur 6. L 'hypoperrusion 

cérébrale pourrait favoriser la survenue d ' une MA, par diminution de consommation de O2 et 
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de glucose, déficit cn ATP, libération de radicaux libres et de glutamate, altérations 

dendritique et axonale, apoptose, pCl1urbation du métabo lisme des protéines tau et p-amyloïde 

(de la Torre, 1999) 

Les antécédents d'hypertens ion artérielle sont plus fréquents chez les patients atteints 

de MA (Skoog et al, 1996). L' hypertension favorise la survenue de lClIcoaraiose, d'accident 

vasculaire cérébral et pourrait également constituer un facteu r favor isant de la MA. Le 

traitement de l' hypertension semble prévenir la survenue d' une MA. Le traitement de 1138 

hypertendus âgés de plus de 60 ans par la nitrendipine (un inhibiteur calcique) éventuellement 

associée à de l'enalapri l et/ou de l' hydrochloroth iazide rédui t J' incidence des syndromes 

démentiels de 50 % (FOI·ette el al, 1998). Selon les auteurs, si l'on traite 1000 hypertendus 

pendant 5 ans, on évite 19 cas de démence. La réduction du nombre de démences pourrait être 

due soit à la nonna lisation tensionnelle soit à l'effet neuroprotecteur des inhibiteurs ca lciques. 

Sur le plan ét iopathogénique il est difficile de savoir si la malad ie vasculaire constitue une 

coétiologie ou une comorbidité. En fai t il est probable que l'association de lés ions vascu laires 

de la substance blanche, de PS et de DNF engendre une sommation de leurs effets propres, 

même si chacune de ces lésions prise individuellement ne suffit pas pour induire une démence 

(Pasquier et Leys, 1997). 

La tension al1ériell e béné licie d' un contrôle cérébral qui est localisé au IlIveau de 

l'amygdale, de l' hypothalamus et du locus coeruleus. La nonllalisation de la tension artérielle 

voire l' apparit ion d' une hypotension chez un hypel1endu souffrant de MA, tradui t 

vrai semblablement une atteinte neuronale sévère de ces zones (pasquier et Leys, 1998). 

L'a llèle apoE4 constitue un facteur dc risque pour la MA à début tardif, el, égalcment 

pour la maladie coronari enne et l'i nfarctus cérébral. L'angiopathie amyloïde fréquemment 

rencontrée au cours de la MA peut être responsable d 'infarctus cérébral ou d'hémorragie 

cérébra le. 
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3-7 Les acteurs de la maladie d'Alzheimer. Caractéristiques moléculaires 

L'orig ine des MA à fann e héréditaire paraît secondaire à un métaboli sme abenant de 

la protéine amyloïde (Hannequin et al, 1996) dO à une mutation du précurseur de cette 

dernière, ou des présénilines 1 et 2. Cependant, seules 20 % des fonn es ayant débuté avant 

l'âge de 60 ans sont liées à une mutation génétique (Brice, 1995). 

La pathogénie des foml cs à début tardi f est encore mal élucidée, bien que la 

sénescence soit reConnue comme un facteur de risqlle cel1ain (Katzman, 1988). Le problème 

majeur réside dans la découvel1e de l'origine de la lés ion initiale de la MA; jusqu ' à ces 

dernières années, deux théories s'opposaient faisant jouer un rôle fondamental l' une à la 

protéine amyloïde, l' autre à la protéine tau. 

3-7-a La protéine amyloïde, l'APP et les présénilines 

L' ull des principaux constituants des PS est la protéine amyloïde sous une fOJme 

fibrillaire dOl1tla structure P-plissée confe re à la molécule une biréfringence caractéri stique. 

Le précurseur de la protéine amyloïde (APP, am yloid precursor protein) est codé par 

un gène situé sur le bras long du chromosome 2 1. Il s'agit d ' un gène voluminell x d 'environ 

400 Kb et comprenant 18 exons. L 'épissage altematifdes transcrits de ce gène donne huit 

ARNm différents. La séquence p-amyloïde provient des exons 16 et 17. Le nombre d 'acides 

aminés des protéines codées vari e de 563 à 770. Chez le j eune, l'isoforme 695 est 

prédominante, alors que chez le suj et àgé la proportion de l' iso forme 75 1 augmente et peut 

atteindre ce ll e de l'i so fonne 695 . L'ARNm de l' iso fonlle 75 1 contient un ex on qui code pour 

une séquence inh ibant les protéases (Octave ct al , 1995). Les études par hybridation in situ 

ont montré que les neurones, les astrocytes et la microgli e cxpriment le gène de l' APP (Card 

el al , 1988 ; Kawarabayashi et al, 199 1). 
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Le précurseur de la protéine amyloïde présente plusieurs régions: un court domaine C~ 

tcnnillal intTa-cytoplasmique, un domaine trans-membranaire et un long domaine N-tenninal 

extra-membranairc. Le métaboli sme de l'APP est complexe et encore incomplètement 

élucidé. Physiologiquement , sous l'action d 'une a-secrétase, l'APP est clivé dans sa portion 

extra-membranaire ce qui conduit à la libération de l'APPa. qui ne cont ien t pas la séquence 

AP4 dans son intégralité et n 'cst donc pas amyloïdogène (Checler, 1996). L'AFPa. impliqué 

dans les processus de coagulation et de réparation cellu lai re, présente une activité 

neurotrophique et cytoprotcctrice (Mattson et al, 1993). Cette voie métabo lique est activée par 

la protéine ki nase C (Caporaso et al, 1992). Une vo ie alternative, due à l' acti on de deux 

enzymes essentiell ement endolysosomiales, les p et 'Y secrétases, libère de nombreux peptides, 

parmi lesquelles les fractions amyloïdogènes A[340 et A[342 qu i nonnalement sont solubles. 

Physio logiquement 90 % de la protéine [3-amyloïde sécrétée est de type A[340, et 10 % de 

type Ap42. Au niveau des PS, A[342 prédomine. ln vitro, les facteurs qui s timulent la protéine 

kinase C inhibent la voie amyloïdogène (1-Iung et al, 1993) et vice versa. In vitro, 

l'agrégabil ité de l'A[342 est supérieure à cell e de l'A[340 (Jarrett et al, 1993). Dans le LCR, la 

protéine amyloïde soluble (essentiell ement sous rorme de sA(340) est li ée aux lipoprotéines de 

hau te densité (HDL; Koud inov et al, 1996). 

La provenance exacte de la protéine amyloïde des PS est contreversée: ongme 

cellu lai re ou extra-cellu lai re? Mochizuki et ses co llègues (2000) ont démontré en 

iTlll11unohistochimie, à l'aide d 'anticorps 3llti-domaine C tcml inal, la présence d ' A[3 1-42 dans 

les neurones non pyramidaux des couches 2 el 4. Certaines de ces cell ules en contact étro it 

avec les PS envo ient des prolongements à l'i ntérieur de celles-ci. Une part ie de la protéine 

amyloïde semble donc d'origi ne cel ltli aire. 

Les rô les de l'APP et de la protéine amyloïde sont mal connus. Au niveau neuronal, 

l'APP est synthétisé dans le corps cellulai re puis migre vers l'ex trémi té de l' axone el s' insère 
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dans la membrane à la manière d ' un récepteur (Regi and et Gott fries, 1992). In vi tro, \' APP 

mature est phosphorylé au niveau de Tin 668. Ando et al (1 999) ont constaté sur des cultu res 

cellulaires neuronales (PC I2) traitées par du NGF (nerve growlh factor) que l' APP 

phosphorylé apparaît 48 à 72 heures après traitement et se retrouve essent iell ement au niveau 

déS cônes de croissance. La croissance est nettement moindre lorsque l'AFP est muté au 

niveau de Thr 668. L' APP mature semble donc jouer un rô le dans le croissance Ileuritique. Il 

pourrait avoir une action positive sur la mémoire à court et long terme, caf chez la souris 

l' inj ection intra·ventriculaire d ' APP augmente les phénomènes de reconnaissance et inhibe 

les défi cit s d ' apprentissage indui ts par la scopolamine (Meziane et a l, 1998). 

ln vitro, la pro téine p-amyloïde sous fonne fi bri llaire est neurotoxique à doses très 

fa ibles (de l'ordre de la micromole). Dans les cultures cell ulaires de neurones 

hippocampiques de rat, la séquence qui paraît toxique correspond à p25-35. L 'add ition de pl-

40, de p l -42 ou de p25-35 engendre une diminution d 'activité de l'ATPase Na+/K+ qui 

précède l'augmentation des taux de Ca++ intra-cellulaire et l' apoptose neuronale; la 

substit1ltion de Met 35 abolit cette tox icité (Mattson, 1997). Les anti-oxydants, notamment la 

vitamine E, inhibent cette p-neurotoxicité (Mark et al, 1995), ce qui suggère une toxicité 

médiée par Ull stress oxydat if. Effectivement, l' adjonction de pl -40 à une cul ture cellulai re 

engendre en 3 heures un trip lement de la quant ité de H20 2 (Behl ct Sagara, 1997). 

La tox icité de la protéine amyloïde repose sur plusieurs mécani smes (Mauson, 1997): 

-fonn ation de pores membranaires engendrant une augmentation du Ca++ 

intracellulaire, 

-peroxydation lipid ique, 

-accum ulation de H20 2 dans les neurones, 

-altération de l'acti vité ATPase Na+/K+, 

-mauvaise captation du g lu tamate par les astrocytes, 
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-altération des fonctions mitochondriales, 

-diminution de la production d'acétylcholine par les neurones chol inergiques, 

-diminution de la captation du glucose par les neurones. 

La toxicité de la protéine amyloïde pourrait aussi être majorée par une clairance moins 

rapide dans le cerveau âgé (Merla et al, 1995). Chez le singe rhésus âgé, l' injection 

intracérébrale de 200 pg de protéine p-amyloïde fibr ill aire (ce qu i correspond 

approximativement à la quantité d' une plaque sénile) engendre une perte neuronale sévère, 

une prolifération microgl iale, et une phosphory lation de la protéine tau. La même expérience 

réalisée avec de la protéine amyloïde so luble chez des animaux âgés m OlliTe que cette dernière 

n'est pas neurotoxique. L'injection de protéine amyloïde fibri ll aire, dans les mêmes 

conditions, chez le singe rhésus j eune, ou chez le rat (âgé ou non) n'est pas tox ique. La 

toxicité dépend donc de l'âge et de l'espèce (Gellia et al, 1998). 

PlusÎeurs mutations du gène de l'APP ont été décrites ct sont à l'ori gine de MA à 

forme héréditaire. Des cell ules trallsfectées avec de l'APP muté secrétent plus de p-protéines 

solubles (mutation des codons 670/671) (Citron et al, 1994) ou une proportion plus importante 

de A~ 1-42 (mutation du codon 7 17) (Suzuki et al, 1994). 

Les MA précoces à transmission autosomique dominante sont rares (moins de 1000 

cas en France) ct sont dues essentiell ement à des mutations des gènes de l'APP et des 

préséni lines 1 et 2 (PS 1 et PS2), dont les gènes sont situés respectivement sur les 

chromosomes 21, 14 et l , Ces deux molécules possèdent 67 % d'homologie, il semble acquis 

que les présénilines participent au métabolisme de l'APP et inhibent également l'apoplose 

(Roperch et al, 1998). Cette dernière fonct ion serait pel1urbée chez les porteurs de mutations 

délétères (Tanzi, 1998). Les études immullohistochimiques montrent que la PS 1 est située 

dans les neurones de type pyramidal et non dans les PS (Hcndriks et al, 1998). La mutation de 

ces gènes augmente surtout la production de la protéine Ap 1-42, fonne la plus amyloïdogènc 
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(Citron, 1997). Expérimentalement, des cellules sans PS I ou PS2 sont incapables de cl iver 

l'AFP, ce qui confinne j'implication de ces protéines dans le métabolisme de l'AFP et plus 

particulièrement dans la régulation de la y-secrétase (Small, 1999). L'âge de début des fo rmes 

seconda ires à une mutation de PS I (56 % des ronnes fam iliales) varie entre 40 et 50 ans, 

rarement plus précocément vers 25-30 ans. Les maladies secondaires à une mutation de PS2 

débutent entre 45 et 80 ans (Campion et Hannequi n, 1999). 

Les dépôts observés au cours de l' angiopath ie amyloïde sont légèrement différents de 

ceux des PS de la MA. La protéine amyloïde y est de type A P42 (Alonzo et al, 1998), ell e est 

associée à des dépôts de fract ions du complément (C l q, C3c, C4d, C5-9), de clustérine, d'cx l 

ant ichymotrypsine, d'a2-macroglobu li ne, d ' héparane sulfate protéoglycan-OOne, d 'apoE, 

d 'amyloïde P et de lactoferrine. Dans l'angiopathie dysho rique, les dépôts amyloïdes 

contiennent essentiellement de la protéi ne amyloïde de lype Ap40 et les protéines 

mentionnées ci-dessus sont associées dans des propOItiolls légèrement différentes (Vertbeek 

et al, 1998) ce qui suggère des processus métaboliques diffé rents. 

3-7-b Les protéines tau et les dégénérescences neurofibriUaircs 

Les protéines tau font partie de la fami lle des "microtubule associated proteins" 

(MAP). Les protéines tau s'accrochent aux microtubu les et les stab il isent, permettan t ainsi le 

transport rapide de nombreuses molécules. Les protéines tau phosphorylées se détachen t des 

microlubuJcs . Les phénomènes de phosphorylation sont régulés par deux types d'enzymes, les 

ki nases qui ajoutent des groupements phosphates et les phosphatases qui favorisent la 

déphosphOlylat ion. Physiologiquement il ex iste un équili bre dynamique entre ces deux 

catégories d'enzymes. 
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Le gène des protéines tau est situé sur le bras long du chromosome 17 cn position 

17q21, et comporte 16 exans. Les CXOIl S 2, 3, et 10 sont exprimés dans le cerveau, par 

épissage alternatif, alors que les exolls 4A, 6 et 8 ne sont traduits que dans le tissu nerveux 

périphérique. Dans le cerveau adulte, on observe 6 isofonnes, chacune d'entre elles présentant 

de nombreux sites de phosphorylation. Vingt et un sites de phosphoryli sation potentiell e ont 

pu être décrits grâce à l'utilisation d'anticorps dirigés contre certaines séquences reconnues 

uniquement après déphosphory!ation. 

Au cours de la MA, trois types de modifications atteignant les protéines tau ont été 

décrites: phosphorylation, ubiquitil1ation et glycation du domaine de liaison à la tubuline 

(Ledesma et al, 1995). Les protéines tau anonnalement phosphorylées se détachent des 

microtubules et f0l111ent des paires de filaments appariés en hélice (paired helical filaments, 

PHF), d ' un diamètre d'environ 1011111 s'enroulant sous fonne d'hélice dont le pas mesure 80 

11111 , et s'accumulent sous forme de DNF au niveau du périk31yon, des neurites dystrophiques 

de la couronne des PS, et des axones si tués en dehors des PS. Ces demi ers sont encore 

appelés « neuropils threads)) (fibres tortueuses, ou tau-PHF). Elles contiennent 3 à 4 foi s plus 

de phosphates que les protéines tau physio logiques de l'adulte dont elles se différenc ient 

également par leur moindre so lubilité, leur acidité et leur masse moléculaire plus élevées 

(Tranchant, 1997). Les protéines tau-PHF obtenues après extTaction tissulaire migrent dans lin 

gel d'électrophorèse en présence de SDS (sodium dodécyl su lfate) sous fonne de trois bandes 

de masses moléculaires de 55, 64 et 69 kD alors qu'après déphosphory lation ell es migrent 

comme les protéines tau normales. Ce triplet électrophorét ique est caractéristique de la MA 

(Delacourle, 1994), et n'est pas retrouvé dans les autres affections présentant des DNF. Par 

exemple dans la paralysie supra-nucléaire progressive ou la dégénerescence corticobasale, les 

DNF sont caractérisées par un doublet de 64 et 69 kD et dans la maladie de Pick par un 

doublet de 55 et 64 kO. Après ext raction tissulaire, l'analyse électrophorètique des protéines 



66 

tau d' un pat ient donné pennettrait de préciser s' il est ou non atteint d' une MA (Delacourte, 

1994). 

La phosphorylatioll anonlla le des protéines tau les empêche de se li er aux 

microtubu les ce qui altère le fonctionnement axonal el provoquerait ainsi sa dégénérescence. 

L'origine de cette hyperphosphoryJation demeure inconnue, mais il semble s'agir d' anomalies 

post-traductionnelles. Selon Takayashima et al (1 998), PSI régulerai t la phosphorylation des 

protéines tau grâce à j' action d' une tau kinase 3p, les mutations de ceUe présélli line 

augmenteraient J'activité de cette demière et favoriseraient l' apparition de tau-PHF. 

Lors de la MA, les protéines tau peuvent être glycosylées au site de li aison avec la 

tubuli ne, ce qui pourrait modifier leur métabolisme et favoriser ai nsi la formation de PHF. 

Dans le cerveau de patients atteÎnts de MA, on trouve des protéines tau phosphorylées sous 

fo rme soluble. La phosphorylation ne semble pas suffire pour induire la fonnation des PHF, 

mais ell e pourrait favoriser la glycation (Ledesma et al, 1995). Plusieurs molécules 

ravori seraient l' agrégation des protéines tau. L'apoE et certains glycosaminoglycannes 

sulfatés sont par exemple COnstamment retrouvés dans les DNF. ln vitro, l'oxydation des 

protéines tau bovines induit une polymérisation et la fonnation de fi laments (Troncoso et al, 

1993). 

La concentration de lau-PHF est élevée dans les homogénats de cerveaux de sujets 

atteints de MA alors que celle de tau est abaissée (B lennow et al, 1995), ce qui se tradui t au 

niveau tissulaire par une diminution importante de l' immunoréactivité vis à vis des anti coll>S 

anti-tau . Les lésions neurofi brillaires ne sont pas homogènes et n' atteignent qu ' une sous

population des neurones pyramidaux. Les neurones contenant de la parvalbumine, de la 

calbindine et de la calrétinine sont habituellement épargnés par le processus (Giannakopoulos 

et al, 1994), alors que les neurones dystrophiques des PS présentent un déficit en protéines qui 
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contrôlent la neurotransmiss ioll telles que la synaptophysine, la synaptogranine, la synapsine 

et la syntax ine (Ferrer et al, 1998). 

Les DNF débutent au niveau du cortex entorhinal. puis atteignent l'hippocampe, le 

pôle temporal (lobe temporal inféri eur et moyen), les aires associat ives ct finalement les aires 

primai res motrices et sensorielles, la diffusion des lésions se fa it selon un schéma précis, 

invariable et inéluctable (Delacourte et al, 1997). Les patients atteints d 'oublis bénins dûs à 

l'âge présenteraient également des DNF mais seulement dans la partie moyenne et inférieure 

du lobe temporal (Gianllakopoulos et al, 1994). Selon Delacourte ct al (1 997), les DNF 

peuvent atteindre le cortex tempora l et rester asymptomatiques, il s'agit vrai semblablement de 

M A au stade prédémentiel. L ' apparition massive des DNF précède les signes cli niques de 

démence, et il ex iste une corrélation entre le statut cognitif el l'intensité des lésions 

neurofibrill aires (DelacoU11e et al, 1997). 

Terry et al (1987) ont constaté l'absence de DNF chez de nombreux patients déments 

âgés de plus de 74 ans (jusqu ' à 30 % des patients) présentant de mult iples PS, dont la sévérité 

de la démence n'était pas significativement différente de cell e rencontrée chez les patients 

présentant de nombreuses DNF. Par contre, Boums et al (1994) ont rapporté la présence de 

DNF sans PS chez des patients présentant une MA. Ces cas ont été répel10ri és sous le nom de 

«neurofib rillary tangles only» (Jellinger, 1995). 

La protéine tau est significativement augmentée dans le LCR chez les patients atteints 

de MA ct pourrait serv ir de marqueur biologique notamment dans les stades précoces (Kurz et 

al, 1998). Cette augmentation varie peu avec l'aggravation de la MA (Andreasen et al, 1999). 

3-7-c L' apoE : ApoE4 et Démcncc 

L' apo!îpoprotéine E est une protéine impliquée dans le transport des lipides, 

notamment du cholestérol. Elle joue un rôle dans la réparation et la cro issance des neurones. 
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La molécu le d 'apoE est composée de deux parties, l' une qui sc li e aux lip ides et l'autre aux 

récepteurs LDL des membranes cellulaires. Le complexe lipide-apoE-récepteur est endocyté 

par les ce llules puis di ssocié, ct, le lipide ainsi libéré est l1létabo li sé. L'apoE est 

vraisemblablement dégradée dans les lysosomes. 

L'apoE est une molécule composée de 299 acides aminés, synthétisée par le foie, les 

astrocytes ct la microglie, les neurones pyramidaux du néocortex des couches III et V, et 

certa ins neurones de l 'hippocampe. Le gène est situé sur le bras long du chromosome 19, sa 

partie NH2 terminale (séquence J à 191) contient le site de li aison au récepteur cellulai re des 

LDL, et la partie C tenll inale (séquence 20 1-299) contient le site de liaison aux lipides des 

lipoprotéines. On décrit trois allèles dont les produits diffèrent par leur point isoélectrique E2, 

E3 et E4. E3 estl'i sofonne le plus fréquent (80 % de la population), E2 (5 %) s'en différencie 

par la substitution d' une arginine par lIne cysléine en posit ion 158 et E4 (1 5 %) par la 

subst itut ion d 'une cystéine par une arginine en position 11 2. Trente cinq pour cent des 

patients souffrant de MA possèdent l'a ll èle E4. 

L'apoE joue un rôle dans le transport du cholestérol, dans la réparation et dans la 

croissance neuronale. L'apoE3 augmente la croissance neuriti que alors que l'apoE4 la ralentit 

(Nathan et a l, 1994). Elle constitue l' une des principales lipoprotéines du LCR et pourrai t être 

impliquée dans la clai rance de la protéine amyloïde. La liaison apoE4-protéine amyloïde 

favori serait la fibr illotransfonnat ion de celte dernière alors que les apoE2 et E3 pourrai ent 

l' inhiber. JI est probable que les aroE2 et E3 séquestrent la protéine tau et empêchent sa 

phosphorylat ion (Stritlmalter et al, 1994). In vi tro, l'apoE4 est plus sensible aux phénomènes 

de glycation que l' apoE3. L'a ffin ité des apoE glyq uées pour la protéine amyloïde n'est pas 

altérée (Shuvaev et al, 1999). 

Pour Corder ct al (1993), la présence d' un ou deux allèles E4 augmente la probabili té 

de survenue cl 'une MA, et abaisse l' âge de début. Gearing et al (1996) étudiant le cerveau de 
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68 patients décédés de MA ont montré que la densité des dépôts amyloïdes Ap 1-40 augmente 

avec le nombre d 'allèles E4 alors que le nombre de PS Apl -42 étai t semblable pour les 

phénotypes E3/E3. E31E4, E41E4. Les observations de sujets âgés p0l1eurs d'un ou deux 

allèles E4 ne présentant pas de MA sont toutefois fréquentes et de nombreux cas de patients 

porteurs d'allèles E2 ou E3 ont été rapportés. L'apoE4 semble donc intervenir non pas comme 

facteur causal mais plutôt comme facteur prédisposant (Blain et al, 1997). L'allèle E4 n'est ni 

suffisant ni indispensable pour le développement de la MA, il ne constitue qu'un facteur de 

risque. Scion Meyer et al (1998) il semble que le génotype ne pcnnette pas de prédire si un 

sujet développera ou non une MA, par contre il permet de prédire l'âge d'apparition 

éventuelle de la maladie. 

Le gène de l'apoE est précédé sur le chromosome 19 d'un promoteur qu i régule 

l' expression du gène et qui constitue un facteur de ri sque indépendant du génotype E4 (Artiga 

el al, 1998; Charlier-Harlin el al, 1999). 

3-7-d Le Composant non p-amyloïde (NACP, non-amyloid P componcnt protein) 

Le NACP constitue quantitativement le second composant des PS, il s'agit d 'un 

peptide hydrophobe qui provient d 'un précurseur de 140 acides aminés (NACP encore appelé 

a-synucléine). Le NA CP est une molécule présynapt ique dont les fonct ions sont inconnues. 

Sa localisation suggère un rô le dans la Ileuro transmiss ion. Le NACP est très sensible à la 

protéolyse, il présente une grande avidité pour la protéine p-amyloïde. Le NACP peut 

spontanément subir une fibrillotransfonnation l.Imyloïde avec biréfringence caractéristique, 

qui dépend de la concentrat ion et de la température (Stege et Bosman, 1999). Les anticorps 

anti-NACP marquent les corps de Lewy, les neurones dystrophiques de la maladie de 

Parkinson et les inclusions gliales des atrophies multisystémati sées, ce qui suggère des 

rapports inattendus entre ces trois maladies (Duyckaerts ct al, 1999). 
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3-7-e Le stress oxydatif et les phénomènes de glycation 

3-7-e-l Les phénomènes d 'oxydation sont très fréquents au cours du vieill issement en 

particulier au ni veau du cerveau et sont dus à plusieurs phénomènes: augmentation des 

oxydations, déclin des défenses anti-oxydantes et des possibilités de réparat ion ou de 

catabolisme des molécules endommagées (Schal el Weindruch, 1996). 

Un radical libre est une molécule qu i possède un électron non apparié (encore appelé 

électron célibataire), à distinguer des ions qui sont beaucoup plus stab les en solution. Les 

radicaux libres sont produits au cours du métabolisme surtout par les mi tochondries. [l s 

réagissent dès leur formation avec la plupart des liaisons insaturées des molécules de la 

cell ule. Leur durée de vie est très éphémère, de l'ordre de la nanoseconde; leur concentration 

est également très faible, environ 10-10 M. L'oxygène joue un rô le fondamenta l dans une 

multitude de réact ions au niveau de toutes les cellules de l'organisme, ce fai t explique la plus 

grande fréquence des radicaux libres oxygénés. 

Le rôle du stress oxydat if dans la pathogénie de la MA est suspecté depuis les travaux 

de Volicer el Cri no en 1990. 

Mécanismes de formation des r adicaux libres (Markesbery et Cm'ney, 1999): après 

absorption d'un photon, l'oxygène O2 est activé en oxygène singulet · O2 , fonne très réactive 

qu i acqu iert un électron pour fonner J'anion superoxyde . O2-, celui-ci est réacti f avec les 

protéines ct mais pas avec les li pides 111 l'ADN. Sous l'action d' une dismutase, J'anion 

superoxyde donne de l'eau oxygénée: 

. 0 2- + . O2- + 2 I-t~ H20 2 (peroxyde d'Hydrogène, qui n'est pas un radical libre, 

mais un puissant oxydant) . 

La réaction de Fenton produit ensuite un rad ical hyd roxyle' OH (le plus agressif cles 

rad icaux libres, réagissant avec les lipides, les carbohydrates, les protéines et l'ADN): 
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l-h02 + Fe2+ ~ Fe3+ +' OH+OH-

Les effets délétères des radicaux libres se traduisent par: 

- une peroxydat ion lipidique des acides gras membranaires polyinsaturés, 

-une fragmentat ion ou une agrégation des protéi nes et une inactivation des 

acides aminés insaturés ou contenant des groupements thiols, 

-une altération des nucléotides de l'ADN, et une scission simple ou double brin 

de l'ADN chromosomique (Dechelette et al, 1998). 

L 'organisme produit en permanence des radicaux libres, qui sont éliminés par des 

mécanismes non enzymatiques faisant intervenir les vitamines C et E et le glutathion, et par 

des systèmes de défense très performants comprenant trois types d'enzymes, la superoxyde 

dismutase qui élimine les rad icaux superoxydes, les glutath ion peroxydases qui t'ransfonnent 

les hyperoxydes en alcools et la catalase qu i dégrade le peroxyde d 'hydrogène (1-120 2). Les 

taux intra-cérébraux de ces trois enzymes sont plus élevés chez les sujets présentant une MA 

que chez les témoins ce qui semble indiquer une lutte du cerveau alzheimérien contre la 

formation de radicaux libres (Markesbery, 1997). Ce dernier point est cependant controversé 

puisque plusieurs auteurs (Papo Ua et al, 1992; MaUson, 1997) décri vent une diminution 

d'activi té de plusieurs enzymes anli-oxydantes (Cu/Zn superoxyde dismutase, Mn superoxyde 

dismutase, catalase) dans la MA. 

Au ni veau cérébral Je stress oxydatif en s'attaquant aux lipides, protéines et 

carbohydrates, ind uit l' augmentation d'hème oxygénase et produit du 4-hydroxynonénal 

(HNE, aldéhyde neurotoxique provenant de l'oxydation des acides gras polyinsalurés), du 

maJonyldialdéhyde ainsi que des radicaux carbonyles qu i engendrent la formation d 'agrégats, 

les protéines devenant insolubles et résistantes à la protéolyse (Smith el a l, 1996). Chez les 

patients atteints de MA, et non chez les sujets témoins, à l'aide d 'anti corps monoclonaux, 

Smith el al (1996) ont constaté la présence de radicaux carbonyles dans le cytoplasme et les 
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noyaux des neurones et de la glie, les DNF étant fortement marquées cc qui suggère que ces 

lésions sont le siège de stress oxydat if. Mantine et al (1999) ont également mis cn évidence 

une peroxydation lipidique dès les premiers stades de la MA. 

Mises en présence d 'AAPR (2,2'-azobis(Z-aminidopropane)dihydrochloride), un 

producteur de radicaux libres, les lipoprotéines du LCR de patients souffrant de MA son t plus 

sensibles à l'oxydation que celles des sujets témoins ce qui semble indiquer que le LCR de 

ces malades présente une activité anli-oxydante réduite (BasseU et al, 1999; Schi ppl ing et al, 

2000). ]n vitro, les lipides peroxydés sont neuroloxiques (Bassett et al, ,1999). 

ln vitro, l' oxydation des protéines tau bovines induit une polymérisation et la 

formation de filaments (Troncoso el al , 1993), diminuant ainsi leurs possibilités de liaison à la 

tubuline (Ledesma et al, 1994 et 1995). L'introduction de protéines tau glycosy lées dans des 

cellules de neuroblastome génère des radicaux libres, ce qui augmente secondairement le 

facteur de transcription NFKB, ainsi que la product ion d 'AFP et de protéine ~-amyloïde (Yan 

et al, 1995). 

In vitro, le stress oxydatifaugmente la production de protéine ~ -al11 y loïde (Yan et al, 

1995; Zhang et al , 1997), ce qui en retour augmente le stress oxydat ir(Behl et al, 1992). Des 

souri s transgéniques homozygotes, exprimant une mutation de l' APP responsable de MA, 

présentent des PS el des signes de stress oxydatif caractérisés par l'apparition de pentosidine, 

et de HNE, prouvant ainsi l'ex istence d'une liaison intime entre PS et stress oxydati f (Sm ith 

et al, 1998). In vitro, Mark el al (1997), uti lisant des cultures cellulaires d 'hippocampe de rat, 

ont montré que la protéine ~-amyloïde allère le transport du glucose, vraisemblab lement par 

induct ion de HNE qu i, en se li ant au tTansporteu r du glucose GLU 3, l' inhibe, ce qui a pour 

effet d 'engendrer un déficit en ATP; HNE altère également le transport du glutamate dans les 

neurones et les astrocytes (MaUson, 1997). 
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De nombreuses études autopsiqucs (Markesbery ct Camey. 1999) ont révélé, au 

IlI veau du c0I1ex cérébral, une diminution des taux d'acides gras polyinsaturés, une 

augmentation de la peroxydation lipidique, du HNE, du 8-hydroxy-l' -deoxyguanosine 

(témoin de l'oxydation de l'ADN). Le LeR est souvent considéré comme Je reflet du 

métabo lisme cérébral: Montine et al (1998) ont trouvé que la concentration de F2-isoprostane 

(composé stable dû à l'oxydat ion de l'acide arachidonique) était plus élevée dans le LCR des 

patients atteints de MA (72 ± 7 pglml) que chez des témoins appariés (46 ± 4 pg/ml). Le taux 

de HNE est également plus élevé dans le LeR des sujets souffrant de MA que chez les 

témoins (Lowell et al, 1997). 

3-7-c-2 Fonnatioll des produits avancés de glycation 

Le glucose, le fructose, les trioses et leurs phosphates peuvent se lier spontanément 

(phénomène de glycation) à la lysine, à l'arginine et aux rad icaux NHz des acides aminés pour 

fo rmer un premier composé stable appelé corps d'Amadori. A la suite d'une série de réact ions 

non enzymatiques, ces corps d' Amadori se transfonnent en llil groupe de produits appelés 

co llecti vement AGE (advanced glycation endproducts). L'ensemble de ces phénomènes est 

appelé réact ion deMaillard (Mai ll ard. 1912). LesAGEconst ituentun groupehétérogène. de 

coloration brune et aUlo-fluorescent. Les princ ipaux AGE sont la carboxymélhyl-lys ine, la 

pentosidine, la pyrraline et la crossline (tableau 3-7-e-3). Ces modifications post

traduct ionnelles sc prod uisent lentement et n'ont lieu que sur des proté ines à longue durée de 

vie. La formation de corps d'Amadori, étape indispensable pour la formation ultérieure des 

AGE, s'effectue cn l'espace de quelques heures ou jours tandis que celle cl' AGE req uiert des 

semaines vo ire des Illois. Ces modifications sont irréversibles. Elles confèrent lIne haute 

résistance à la protéolyse enzymatique. 
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Il peut y avoir fomlation d'AGE à part ir de protéines, de lipides, d'acides nucléiques. 

Il est possible d 'obtenir des ant icorps monoclonaux réagissant avec les différents AGE, quell e 

que soit leur origine ce qui suggère une stmcture commune. En fonction de leur spécificité, 

lkeda et al (1998) distinguent troi s types d'an ticorps monoclonaux anti-AGE. Le groupe 1 est 

spécifique de la N-(carboxymethyl)lysine (CML), le groupe II des AGE dérivés du lysozyme, 

et le groupe III d'autres épîtopes. Les groupes II et III ne reconnaissent pas CML. 

Les AGE, substances très réactives, favori sent la fomlation de ponls entre les chaînes 

polypept idiques d'une même molécule (pont intramoléculaire), l'amarrage de protéines non 

glycosylées (liaisons intennoléculaires), la peroxydation des lipides (Vlassara et al, 1994). La 

toxicité des différents AGE est dose~dépendante, et varie en fonction de la molécule d'origine 

(Loske et al, 1998). 

Les AGE provoquent la migration transendothéliale des monocytes et des 

macrophages, stimulent la production de cytokines et de facteurs cie crOIssance par les 

macrophages, favo risent la production d ' jnterféron~y par les lymphocytes T, accroissent la 

pemléabilité de l'endothélium vasculaire et la prolifération cellulaire, augmentent la synthèse 

de la matrice ext ra~cel1ulaire, et le taux de mutation de l'ADN et inhibenll 'activilé du NO 

(Vlassara et al, 1994). 

Les AGE accroissent l'expression de VCAM 1 (vascular cell adhes ion l110lecli le 1), 

d' ICAM 1 (intercell lliar adhesion Illolecule 1) et d'E~Sel ectinc sur les ce ll ules endothéliales 

(Kunt et al, 1998). 

Le récepteur pour l'amphotérine, une molécule imp liquée dans la crOIssance 

neuronale, peut servir de récepteur pour les AGE et la protéine f3-amy loïde. Au cours de la 

MA, l'expression de ce récepteur (encore appelé RAGE) est augmentée sur les neurones, la 

microglie et les vaisseaux (Yan et al, 1996). Les AGE, par l'intermédiaire du récepteur RAGE 

si tué sur les neurones, provoquent la trans location intranucléaire de NFKB (il s'agit d'une 
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protéine cytosolique qui après st imulation et translocation intra-nucléaire favorise la 

transcription de gènes codant pour de nombreuses protéines de J'innammmation) , ce qui 

induit la production de M-CSF (macrophage-colony stimulating factor), secondairement 

J'activation de la microglie, puis la secrétion d' IL- l et finalement une production accrue 

d'APP (Yan et al, 1997). La microglie activée produit également des radicaux superoxydes et 

l'oxyde nitrique (Markesbery, 1999). La translocat ion intra-nucléaire de NFKB pourrai t 

également augmenter la production d'APP par stimulation directe des zones de régulation de 

ce gène, ces dernières possèdent en effet des sites de fixation pour ce facteur de transcription 

(Ferrer et al, 1998). 

Les études en immunonuorescence à l' aide d'anticorps monoclonaux ont montré la 

présence d'AGE intracell ulaires et extracellulaires, au ni veau des PS et des DNF (MUnch et 

al, 1997). In vitro, la fibrillotransformation de la protéine p-amyloïde est signi ficativement 

accélérée en présence d'AGE, vraisemblab lement par ini tiation des phénomènes de nucJéation 

(MUnch et al, 1997). 

L'uti lisation d'anticorps monoclonaux montre que les AGE sont fréquemment 

rencontrés dans les neurones de l'hippocampe lors du vieillissement (Kimura et al, 1996). Au 

cours de la MA les dépôts d'AGE sont très abondants dans les PS, les DNF ex tra-cellulaires, 

et moins marqués dans les DNF intra-cellulaires et les dépôts amyloïdes dirrus (Dickson et al, 

1996). Vitek et al (1994) onl démontré à l'a ide d'lm test ELISA que les cerveaux de patients 

sou man! de MA contenaient 3 Cois plus d'AGE que les cerveaux des témoins. Les cerveaux 

des fœtus atteints de syndrome de Down (patients porteurs d 'une trisomie 21, c'est à dire 

possédant le gène codant pour l'AFP en triple exemplai re) recèlent de la protéine amyloïde 

soluble en quantité anonnale, et également du 4-hydroxynonénal, de la pentosidine et de la 

pylTaline ce qui indique que les processus oxydatirs et les phénomènes de glycation débutent 

très précocément, bien avant la naissance et l'apparition des PS (Odetti el a l, 1998). 
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La glycation de la protéine p-amyloïde favorise également sa fibrillotransforrnation 

(Vitek et al, 1994). L'apoE4 présente une affinité 3 fois plus importante pour les AGE que 

l'isoforrne E3 (Li et Dickson, 1997). La protéine tau peut être glyquée au site de liaison de la 

tubuline, ce qui pourrait modifier son métabolisme et favoriser l'apparition de PHF (Ledesma 

et al, 1995). 

3-7-e-3 Principales étapes de la glycation des protéines. Réaction de Maillard 
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3-7-f Les phénomènes inflammato ires 

Au cours de la MA, les protéines de la vOI e class ique du complément et ] 'a l 

antichymotrypsine sont présentes à proximité immédiate des PS dès leur fonnation. Les 

cellules microgliales sont sur-représentées au niveau des PS, elles paraissent activées et 

expriment fortement les antigènes du complexe majeur d'histocompatibil ité. Les interleukines 

(IL- I a, IL-I p, IL-2, IL-6, TNF) et leurs récepteurs membranaires sont augmentés 

(Nourashémi et al, 1998). En fail, plus de 40 protéines jouant un rôle dans les phénomènes 

inflammatoires sont retrouvées au niveau des PS (McGeer PL et E, 1999). On constate, en 

outre, une importante g liose, vraisemblablement réactionnelle à la production d'TL- l , 

caractérisée par l'expression de S~ I OO dans les astrocytcs (Griffin et al, 1989). 

Le traitement par c0I1icoïdes au long cours et à faibles doses ne modifie pas 

l'évolution de la MA. Aisen et al ont traité une série de J 38 patients soit par prednisone (20 

mg/j pendant un mois puis 10 mg/j pendant un an) soit par placebo; à la fin de l'étude le 

décl in cognitif était identique dans les deux groupes. Plusieurs études font état d'une faib le 

prévalence de la MA chez les sujets souffrant de polyarthrite rhumatoïde traités par AINS. Par 

exemple, McGeer et al (1987) dans une étude de cohorte de 923 sujets de plus de 64 ans 

atteints de PR montrent que seulement 0.4 1 % de ces patients présentaient une MA alors que 

ce taux était de 2.7 % chez des sujets témoins. Expérimentalement, l' injection intra-cérébrale 

de protéine amyloïde chez le rat engendre une infiltration importante par des cellu les 

microgl ia1es activées, et le tra itement par indométacine inhibe cette prol ifération microgliale 

(Net land et al, 1998). Chez l'homme le cerveau des sujets déments tra ités par AlNS présente 

le même nombre de PS que celui des témoins. Ains i les AINS n'empêcheraient pas la 

formation des PS mais retardera ient l'apparition des signes cliniques par inhibition de 

l'ÎnnammatÎon (MacKenzie, 1996). 
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L'Il-G est une cytokine proinflammatoire qui favori se également la synthèse d ' APP. 11 

ex iste plusieurs iso fonncs d ' IL-G. L'allèle C semble avoir une acti vité proinflammatoire 

réduite. Papassetirepoulos et al (1999) ont montré dans une séri e de 293 patients, que les 

sujets atteints de MA, présentaient moins souvent cet allèle (39 %) que les témoins appariés 

(51 %) et que l'âge de début de la MA était retardé chez les porteurs de cel allèle (72 ± 9.7 

versus 67.2 ± 8.9 ans). Les phénomènes inflammatoires semblent donc jouer un rôle dans la 

pérennisation de la maladie. 

3-7-g L'apoptose 

La disparition de nombreux neurones constitue l'un des prmclpaux signes 

hi stologiques de la MA mais cette pClt e neuronale n 'est pas homogène. Elle a été évaluée à 

40-60 % dans les noyaux sous-corticaux et dans certaines aires associatives, alors que pour 

l'ensemble du cortex cérébral elle ne serait que de 20 %. Elle est associée à une perte 

synaptique importante, de l'ordre de 40 % au niveau du cortex (Dessi et al, 1998). Du fait de 

l' impossibili té d 'obtenir des coupes de tissu cérébral chez des suj ets vivants, il a été très 

diffi ci le de montrer que cette di sparition cellulaire était due à des morts cellulaires 

programmées de type apoptotique plutôt qu 'à des phénomènes de nécrose. 

L'apoptose est définie par des critères morphologiques stricts (Cotman et Su, 1996): 

rétraction progressive du cytoplasme, condensation en masses homogènes de la chromatine, 

pel1e des contacts cellulaires nonnaux , apparit ion de protrusions cytoplasmiques plus ou 

moins volumineuses, agrégation des organites, absence de réaction inflammatoi re, 

Fragmentation de l'ADN. L ' uti lisation de méthodes de marquage in situ des Fragments d > ADN 

par imll1ullocytochimie (Wijsman et al, 1993) pennet la mise en év idence de ce phénomène 

notamment dans les zones part iculièrement affectées par la MA. JI s'agi t d ' un événement qui 

débute tôt dans l'histoire de la MA, Colman et Su (1996) ont pu l'observer chez des patients 

qui ne présentaient pas tous les cri tères du CERAD lors de leur décés. 
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In vitro, la protéine p-amyloïde induit j'apoptosc des neurones en culture (Colman et 

Su, 1996), vraisemblablement par induction d ' un stress oxydatif, d ' une surcharge en Ca ++, 

d ' une altération de l' acti vité ATPasique, d 'une baisse du transport du glucose el du glutamate. 

Les agents anti-oxydants ou les médicaments qui suppriment l' influx calcique el/ou chélatent 

le Ca++ protègent les cultures cellulaires contre l ' apoptose provoquée par la protéine p

amyloïde (Mattsan et al, 1993). Les dérivés oxygénés, les radicaux libres, ou J' ischémie 

cérébrale peuvent l'initier. La surexprcssion du gène bcl -2 bloque l'apoptose induite par la 

protéine p-amyloïde. Ce prolooncogène est surexprimé dans les cerveaux atteints de MA de 

même que l' enzyme de réparation de l'ADN Ref- I ce qui indique qu ' il semble ex ister des 

mécanismes protecteurs (Colman et Su, 1996). Les souris transgéniques surexprimant la 

protéine p-amyloïde présentent de nombreuses cellu les détruites par apoptose, remplacées par 

des cellules gliales (LaFeria et al , 1995). 

L'apoptose et les DNF sont-elles liées? L 'accumulation de DNF intracellulaires peut 

détruire la cellu le et ne laisser à tenne qu 'un amas de DNF devenu extra-cellulaire, considéré 

cOlllme le fantôme de la cellu le détruite (ghost tangle). Certains neurones présentent à la foi s 

des signes d ' apoptose et des DNF, mais à l' inverse de nombreux neurones posssèdcnt les 

critères morphologiques et cytochimiques de l'apoptose sans aucun signe de DNF. Ces deux 

processus semblent donc indépendants (Colman et Su, 1996). Morsch et al (1999) ont 

d 'ailleurs démontré en ut il isant un modèle mathématique que les neurones contenant des DNF 

peuvent vivre pendant plusieurs décades. 

3-7-h Les troubles de l'hydraulique du LCR 

11 s' agit d ' un phénomène méCOl1JlU récemment évoqué par Rubenste in ( 1998). Le LCR 

est souvent considéré comme lin liqu ide inerte qui sert au remplissage des espaces sous

arachnoïdiens. En fa it, il agit COlllme transport eur de très nombreuses molécules synthéti sées 
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ou secrétées par les PC, en pm1iculi er la transthyrétine, une molécule qu i séquestre la protéine 

amyloïde et inhibe sa fibrillo-tran sfonnatiol1. Il contient également de nombreuses molécules 

impliquées dans la fonnéllion des PS comme par exemple la protéi ne f!-amyloïde, J'ApoD, 

l'ApcE, " ApoJ, l'a l -antichymotrypsine (Merchcd et al, 1998). Les folates, certains acides 

aminés et nucléotides, la thyroxine, la vitamine B 12 ct les vitamines C et E, les deux 

principaux capteurs de radicaux libres du cerveau, sont également secrétés par les PC. De 

nombreux déchets du métaboli sme cérébral, (els que des acides aminés ou des pept ides 

transitent par le LCR et sont éliminés par les PC et les villos ités arachnoïd iennes. 

Di Chiro et al (1966), James et al (1972), lors de scinticystemographies isotopiques, 

ont montré que le tum-over du LCR diminuait avec l'âge et que, après injection intra

lombaire de sérum-albumine humaine marquée à l' iode radioacti f, la convex ité cérébrale étai t 

atteinte d ' autant plus tardivement que le patient était figé. Mayet al (1990) ont calculé que le 

débit du LCR secrété par les PC diminuait avec l'âge, la production du LCR passant de 

0.4 1ml/mn à 28 ans à O.19ml/mll à 77 ans. Plusieurs auteurs (Bartolini et al, 1982; Brusa et 

al, I990, Coblentz et al, 1973; Serot et al, 1978; Solm et al , 1973) ont en outre montré que 

chez les patients déments il ex istait très fréq uemment, lors de la réali sation de 

scinticystemographies isotopiques, des troubles de J' hydraulique du LCR caractérisés par un 

retard à la réabsorption et des phénomènes de contamination ventriculaire transito ire, ce qui 

est en faveu r d 'une diminution du débi t du LCR. Lors de la MA, la diminution du 

renouvellement du LCR pourrait favoriser la production de corps d'Am adori, accroître la 

stase des déchets du stress oxydatif d 'où poten tiali sation de leur action délétère et 

augmentation de l' amyloïdogénèse. 
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Exemple de cysternogrammes isotopiques chez des patients âgés déments ou non 

Nombre Convexité Convexité Convexité. Contamination Contamination 
atteinte à la atteinte après non atteinte à ventriculaire ventriculaire à la 

24e h. 24 h. la 48e h. transitoire 48e h. 

Témoins 9 8 0 1 0 0 
âgés 

Patients 30 
déments 

8 8 0 0 8 0 
15 8 3 4 0 0 
7 0 4 3 0 7 

D'après Serot et al, 1978 

3-8 Mécanismes physiopathologiques de la MA 

Les mécanismes qui régissent la survenue d'une MA sont encore imparfaitement 

compris. Les protéines p-amyloïde et tau semblent toutefois jouer un rôle pivot. 

La transformation fibrillaire de la protéine amyloïde est un évènement fondamental, 

elle dépend de plusieurs facteurs (Kisilevski, 1998): . 

l -Concentration adéquate de l' APP: celle-ci est élevée dans les fonnes héréditaires où 

il existe en fait un trouble du métabolisme dû aux mutations de l' APP ou des présénilines 1 et 

2. Au cours du syndrome de Down, l'accumulation de protéine p-amyloïde sous forme de 

dépôts diffus de PA42/43 est secondaire à une surproduction due à la présence de trois gènes 

de l'APP. Prasher et al (1998) ont décrit un cas de mongolisme chez une patiente décédée à 

l'âge de 79 ans sans syndrome démentiel ni PS à l'autopsie. En fait l'analyse chromosomique 

a montré que l'un des trois chromosomes 21 était le siège d'une délétion pour le gène de 

l'APP. 
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2-Présence d 'un nidus: la fibrillofonnation se fail à partir de celui-ci, mais il n'est pas 

indispensable que ce dernier soit constitué de protéine [3-amyJoïde; 

3-Altération quanti tati ve ou qualitative des protéines qui séquestrent la protéine 

amyloïde: 

- J'agrégat ion fibrillaire SOLIS J'action de radicaux libres, est prévenue par les acides 

aminés libres ct par les capteurs de radicaux libres tels que les vitamines E et C (Weiler, 

1998); 

-interaction des peptides amyloïdcs avec les composants des PS et en pal1iculier la 

laminine, le collagène IV, le protéoglycanne héparane sulfate, ces molécules étant des 

const ituants des membranes basales. L'interaction avec un héparane sulfate protéoglycanne 

favori serait la fonnation en feuillets P-plissés ct empêcherait la dégradation de la protéine 

amyloïde; 

-Défaut de clairance de la protéine amyloïde. Les taux de p4A solubles sont 

augmentés dans les cerveaux de MA à début tardif, vraisemblablement par défaut de 

séquestrat ion par les apoE et ] , la TIR et l' albumine (Wisniewski et al, 1997). 

La présence de protéines associées parait essentiell e pour la (ranSfonllat ion fi brillaire 

de la protéine p-amyloïde. Les souris transfectées avec un APP mutant présentent une 

concentration intracérébrale de Ap solub le élevée même dans le thalamus qui ne contient 

habituellement pas de PS (Games et al, 1995). Dans le présubiculum, de vastes dépôts de p 1-

40 et pl-42 ne subissent pas de fibrillol ransfonnat ion vraisemblablement par su ite de 

l'absence d'apoE ou d'autres protéines associées à l'amylose (Wisniewski ct al , 1998). Les 

souris transgéniques dépourvues de gène codant pour l'apoE et surexprimant par ai ll eurs le 

gène de l' APP, ne présentent pas de transformat ion fi brillai re de la protéine f3-amyloïde 

(Baies et al, 1997). Teller et al (1 996) ont démontré par la technique du western blot que la 
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protéine p l-42 so luble était présente dans le cerveau des fœtus mongoliens dès la 21e semaine 

de gestation, c'est à di re plusieurs années avant "apparition des premières PS. ce qui semble 

indiquer J'existence d ' un processus inhibant la fibrillotrans foTmation altéré par le 

vieilli ssement. 

Les rapports entre les dépôts de protéine p-amyloïde et les DNF sont complexes: 

-Lippa et al ( 1998) ont étudié le cerveau d 'un professeur de mathématiques, non dément, 

membre d ' une fami lle présentant une MA hérédita ire par mutation de PS I (A246E), et décédé 

d 'un infarctus à l'âge de 5 1 ans. L 'étude en immunofluorescence a mis cn év idence dans le 

Iléocortex, l' amygdale et J' hippocampe, la présence de plaques di ffu ses constituées de 

protéine pl -42. 11 n 'y avait ni PS Ap l -40 ni DNF. 

-Les pati ents atteints de tri somie 2 1 développent un syndrome démentiel (syndrome de Down) 

tout à fait comparable à la MA et caractéri sé sur le plan anatomopathologique par l'apparition 

de PS et de DNF. Au cours de ce syndrome, les dépôts préamyloïdes (c'est-à-d ire sous fonne 

non fib rillaire) apparaissent dès l'âge de 12 ans et précèdent de plusieurs années l' apparition 

de DNF (Mann et Esiri , 1989). 

-Troncoso et al ( 1998) ont décrit le cas d ' une patiente de 74 ans atteinte de MA et de sa fille 

âgée de 47 ans, toutes deux assassinées le même jour; l'examen anatomopatho logique de leurs 

cerveaux a m is en ev idence chez la mère de nombreuses PS et DNF, et chez la fi ll e (apoE 2/4) 

des dépôts di ffus sans atteinte neuritique. 

Ces faits suggèrent que les dépôts de pro téine amyloïde appara issent plus précocément 

que les anomalies du cytosquelette (Lippa et al , 1998) et sont donc en faveur de l' hypothèse 

de la «cascade 3myloïde ». Dans celle-ci, l' accumulation de protéine p-amyloïde est 

considérée comme l'événement central et l'apparition des DNF ne serait qu ' un événement 

secondaire. Néanmoins il raut signaler que chez le suj et nOIl dément , les DNF sonl très 
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fréquemment rencontrées dans le cortex entorhinal dés J'âge de 45 ans alors que les dépôts 

diffus n 'apparai ssent que 20 ans plus tard (Duyckaerts et al, 1999). 

En fait J'existence d ' une relation entre ]'APPs (soluble) ct la phosphorylation des 

protéines tau paraît probable pour certains auteurs (Kosik et al, 1995). Lorsque J'on rajoute de 

J'APPs à une culture cellulaire (PC 12) après incubation en présence d'orthophosphate marqué 

au p32, le taux de phosphorylation des protéines tau double. Ce phénomène est 

vraisemblablement secondaire à J'activation des Mitogcn~Acti vated Protcin Kinases (MArK) 

par l ' APPs (Greenberg et al, 1994). ln vitro , l' incubation de cultures cellulaires d ' hippocampe 

de rat fœtal avec de la protéine amyloïde fibrillaire engendre l'apparition de protéines tau 

hyperphosphory lées alors que la protéine amyloïde soluble est sans effet (Busciglio et al , 

1995). 

Cette rel ation n'cst pas admise par van de Nes ct al (1 998) qui estiment que la densité 

des PS ne varie pas proportionnellement aux modifi cations quantitati ves du cytosquelette, 

qu ' il ne semble pas y avoir de relation entre la distribution des PS et celle des DNF el qu 'en 

conséquence la survenue de PS et de DNF sonl des phénomènes indépendants. 

On dénombre d 'ailleurs plusieurs affect ions liées à la présence de DNF sans PS, telles 

que la paneneéphalite subaigue sclérosante, la sclérose latérale amyotrophique, la 

dégénerescellce cOl1ico*basale et la démence de l'îl e de Guam (Spillantini et al, 1999). Dans 

l' hippocampe de patients atteints de MA le nombre des PS n'est pas corrélé avec celui des 

DN F (Si lvennan et al , 1993). Ces fai ts semblent ind iquer que les dépôts de protéine p

amyloïde peuvent créer un environnement favo rable à l' apparition de DNF alors que l' inverse 

paraît peu plausible. Néanmoins, in vitro Yan et al ( 1995) ont montré que la glycatiol1 de lau

PI-IF induit un stress oxydati f qui augmente la production d'APP el d ' IL-G par les neuro nes 
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corticaux, ce qui accélère en reto ur la fomlat io l1 des PS par production accrue d'al

antichymotrypsine et de p4-amyloïde. 

La di stribution anatomique des dépôts de la protéine p-amyloïJe paraît indépendante 

des DNF et des fibres tortueuses, les DNF sont très nombreuses dans la fonnation 

hippocampiquc alors que les dépôts amyloïdes y sont peu abondants. Au niveau du néocortex 

les PS classiques siègent surtout dans les couches n et m, les dépôts di ffus dans les couches [, 

m et IV (Delaère et al , 1991), les DNF surtout au niveau des couches IH et V (Brion et 

Duyckaert s, 1991). Ceci suggère l'existence de facteur(s) atteignant J'ensemble des couches 

du cortex avec des conséquences différentes selon les conditions locales, le stress oxydatif 

pourrait jouer un tel rôle. 

L'ensemble de ces faits confinlle la complexité des mécanismes pathogéniques de la 

MA. P lusieurs poin ts méritent d 'être soulignés: 

~ I ' associat i on très fréq uente MA-anomalies vasculaires pourrait expl iquer J'absence 

d'effi cacité du traitement par les anticholinestérasiques chez de nombreux patients, 

-le diagnostic exact d ' un syndrome démentiel est souvent difficile, notamment dans les 

fo rmes débutantes. Un marqueur biologique serait f0l1 utile. 

-l'âge et les modifications qui en découlent constitucnt le premier facteur de ri sque, 

- la protéine amyloïde est neurotoxique sous sa forme fibrillaire, les anti -oxydants 

lèvent cette toxicité, 

- les plaques diffuses sont fréquentes chez le sujet âgé témoin, les DNF sont souvent 

retrouvées dans le cortex entorhillal de sujets témoins dés l'âge de 50 ans. Les dépôts 

préamyloïdes ou même la formation de PS en grande quantité sont fréquents chez les patients 

âgés sans déficit intellectuel ou présentant des oublis bénins dus à l'âge (Dickson et al, 1992). 
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La formation de PS n'est dOllc pas obligatoirement liée fi une ba isse des fo nctions supérieures, 

ell c pourrait toulefo is annoncer chez les personnes âgées le déve loppement prochain d'une 

MA (l'o lvikosk i et al, 1995). 

-la fibri llolransfofmation de la protéine amyloïde dans les MA à forme hérédi taire 

précède j' appari tion des DN F, 

-la formation des PS peut être secondaire à une surexpresSlO1l du gène de l'APP 

(trisomie 2 1) o u à lIne anoma lie du métaboli sme de la protéine amyloïdc due par exemple à 

une mutation des préséni li ncs PS I et PS2, 

-la fibri llo formation de la protéine amyloïde el la formation des PS nécessite des 

cofacteurs, 

-le cerveau alzheimérien est le siège d'un stress oxydati f conséquent, 

-la di sparit ion cellulaire par apoptose dans les aires associat ives paraît importante, 

-l' hypertension artérie lle ct le phénotype apoE4 consti tuent des factclll1s aggravants, 

-les radi caux li bres et les phénomènes de g lycation pourrai ent favorise r ]'apoptose et 

la transformatio n fibr ill ai re de la protéine amyloïde, d 'ol! secondai rement po lyméri sati on de 

la protéine tau par activation des MAPK, formation de DNF et production accrue d' APPs. Les 

processus in Oallllllatoircs, sans doute consécutifs aux événements précédents, participent à la 

pérenni sation de la maladie. 

Les troubles de l' hydraulique du LCR son t fréquen ts au cours de la MA à début tardif. 

Le LC R ne doit pas être considéré cOl11me un liqu ide inerte. /1 sert de milieu de transport po ur 

de nombreuses Illo lécules essentiell es pour l'homéostasie cérébra le, il contient éga lemcn t des 

déchets dont l' accumulation pourrait s ' avérer délétère pour le cerveau. Certai ns travaux 

(Coblentz ct ni, 1973; Sohn CI II I, 1973; Jelli nger, 1976; Carney, 1979; SeraI CI al, 1978; 

Oal'tolini et al, 1982; Marells ct Freed m<ln, 1985; Ri ss0en, 1988; Brusa Cl al , 1990; Ikeda et al , 
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1990; Regland et Gottfries, 1992) ont rapporté des anomalies morpho logiques et/ou fonction

nelles des PC au cours de la MA dont il convient de préciser l' importance, la nature ct 

l'ét iologie. 

Les PC pourraient être impliqués dans la pathogénie de la MA de différentes 

manièr"es: 

-altération des fOllctions de secrétion, d 'où diminution du renouvellement du LCR, 

fonnation de corps d 'Amadori , ba isse de la clairance de la protéine p-amyloïde et des AGE, 

glycat ion de la protéine amyloïde favorisant ainsi sa transformation fibri ll aire; 

-altération des fonctions de transport, atteignant notamment les fo lates, la vitamine 

B 12, les vitamines C et E, les deux principaux piégeurs de radicaux libres du cerveau, d 'où 

baisse du pouvoir ant i-oxydant du LCR et apparition d 'un stress oxydati f; 

-altération des fonctions d 'épuration, d'où accumulation de produits délétères pour 

le cerveau; 

-altération des fonct ions de synthèse, et chute des taux de transthyrétine dans le 

LCR, une molécu le qui séquestre la protéine amyloïde et peut s'opposer à la formation de PS. 



DEUXIEME PARTIE 

Etudes en Microscopie Optique et en Microscopie Electronique 
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Chapitre 4 

4-1 Etude morpho métrique des PC au cours du vieillissement ct de hl MA 

De nombreuses pub li cations ont été consacrées au vieil li ssement des PC. Elles ont 

révélé des modifications dlles à l' âge quelque peu différentes sc ion les espèces. 

Chez le rat âgé (Peters et Swan, 1979), les cellules épithéliales s'ap latissent, ell es 

contiennent de rarcs vacuoles lip idiq ues, et présentent parfo is à leu r pôle ap ical des 

prolrusions cytoplasmiques arrondies et volumineuses. Elles ne possèdent ni co rps de Biondi 

ni inclusions li pofuchsiniques. Les ce ll ules de Kolmer ct les macrophages du stroma 

renfe rment de nombreuses vacuoles li pid iques. La média artérielle s'épaissit. 

Chez l' homme, l'épithélium présente par endro its un aspect pscudo-stratifié. La 

hauteur des cellules épithéliales diminue, ce ll es-ci contiennent de nombreuses inclusions 

lipofuchsiniques grossièrement arrondies et des formations filamenteuses, bien visibles après 

imprégnation il l' argent , groupées en amas ct appelées corps dc Biondi, PA S + ct paraissant 

de nature 1l1ucopolysaccharidique. Le stroma fibreux s'épniss it irréguli èrement , ct présente de 

nombreux kystes, des corps hyal ins, des calcifications vo ire des oss ifications ct des 

psallllllomes (format ions ca lcifiées lamellaires ct concentriques). Ccs dern iers son t surto ut 

nombreux au ni veau du glomus. La paroi des artères s'épaiss it essent iel lement aux dépens de 

la média, les fibres élastiques sont souvent fragmentées (DUllIl ct Kernohan, 1955; Dohrmann, 

1970; Shuangshot i ct Nctsky, 1970). 

1>l usÎcurs faits plaidc nt cn faveur de troubles du fonc tionnemcnt des PC au cours de la 

MA : la découvcrtc, lors dc scinticysternographies isotopiques, de troubles de l'hydraulique du 

LCR à type de contamination ventriculaire ou de retard à la réabsorption (Sohn cl a l, 1973; 

Serot ct al. 1978; Barto li ni ct al, 1982; Brusa et al , 1990), la chute des taux de transth yrél inc, 

de vitaminc 131 2 ou des folates dans le LCR (Cm·ney, 1979; Marcus cl Frccdman, 1985: 
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Ri ssocl1. 1988; Ikeda ct al , 1990; Rcgland et al , 1992), suggèrent une atteinte fonctionnelle 

des PC. 

Bien que les modifications hi stologiques dues à l'âge ai ent été largement explorées, 

les ana lyses quanti métriques des différentes cellu les et membranes fonl défaut ; de même les 

éven tuel les anomalies au cours de la MA ne sont pas connues. Nous avons donc réali se une 

élude Illorphométriquc des PC en microscopie optique et électronique chez J'animal CI chez 

1' hol11111e au cours du vi eill issement ct chez ce dernier au cours de la MA. 

4-2 Etude dcs PC chez le rat vieillissant. 

4-2-<1 Matériels ct Méthodes 

NOlis avons étudié les PC des ventricules latéraux de 9 rats mâles Spraguc-Dawley. 

Trois étaient âgés de 6 mois, troi s de 18 mois et tro is de 30 mois. Ces derniers paraissa ient 

très âgés, ils préscntaien t de nombreux lipomes sous-cutanés ct ne se déplaçaient qu'avec 

difficulté. Tous les animaux provenaient de l' animalerie du CHU de Nancy-Brabois el étaient 

nourri s sui vant les mêmes modalités. 

Brièvement, après anesthésie à l'éther, les rats ont éte décapités, ct les PC rapidement 

prélevés, fi xés dans du gllltaraldéhyde à 2 % pendant 2 heures, puis placés dans une solution 

tampon. Après déshydratation, les PC ont été incl us dans l'épon 8 12. Les coupes semi-fines 

( 1.5 ~lIn) et ultra-fines (80-90 !lm) ont été réa li sées sur un 1Iltramierotome Reichert OMU 2 

(Reicherl , Vienne, Autriche). Les coupes semi-fines ont été cont rastées par de l'Azur Il, et les 

coupes ultra-fines par l'acétaLe d'uranyl à 4 % en so lution aqueuse et le co lorant de Reynolds. 

Les coupes semi-fines ont été examinées sur lin microscope Olympus BH2 (Olympus, Tokyo, 

Japon). La hauteur des cellules épithéliales a été mesurée fa l'aide de la chaîne d'anal yse 

d' images Biocom (Biocol11, Les Uli s, france). Trente ce llules au minimum on t été étud iées 

pour chaque anima l. L'épa isseur des membranes basales épithéliales ct cndothéliales a été 
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mesurée sur coupes ultra-fines à J'a ide d ' un microscope électronique Philips CM 12 (Philips, 

Eindhoven, Pays-Bas) avec 20 mesures différentes par membrane basale pour un même 

animal. 

L'analyse statistique a été réali sée par test t de Student à J'aide du logiciel Slide Wri tc 

Plus (Carlsbad, CA, USA). Une di fférence statistiquement significative a été admise pour des 

valeurs de p < 0.05. 

4-2-b Résultats 

M icl'oscopie optique 

Chez le j eune rat, les vi llos ités choroïdiennes présentent des capillaires volumineux, 

entourés par un stroma conjonctif fin recouvert par un épithélium cubique à bordure en brosse 

(fig 4-2-b- l). La hauteur du corps des cell ules épithéliales est 12.38 ± 2.68 ~lIn , et celle des 

microvillosités apicales de 2.66 ± 0.54 ~m. 

La morphologie des PC des rats âgés de 18 mois est légèrement madi fi ée, le ti ssu 

conjoncti f est épaiss i de façon irrégulière. Les cellules épithéliales s'atrophient de façon non 

significative (1 1.63 ± 2.23 llm; p > 0.05), fréquemment elles ne sont plus cubiques et présen

tent un aspect en dôme, avec nette diminution de hauteur sur les parti es latérales. Les 

microvillos ités gardent la même hauteur (2.61 ± 0.62 ~lIn ; p > 0.05). 

A 30 mois, les PC sont profondément remaniés (fig 4-2-b-2)). La hauteur des cellu les 

épithéliales (10. 53 ± 2. 13 ~un) est significati vement plus fai ble que cell e des j eunes rats el 

des rais âgés de 18 mois (p < 0.001), ce ll e des microvillosités diminue légèrement (2.46 ± 

0.5 1 ~tJn) . La différence de hauteur des microvillosités des j eunes rats et des vieux rats est 

significati ve (p < 0.05). Le stroma conjonctif est épaissi irrégulièrement parfoi s de façon 

considérable. 
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Microscopie électronique 

Chez les rats âgés de 6 mois, les cellules épithéliales ont une fomlc cubique, le noyau 

est centra l et arrondi avec margination de la chromatine (fi g. 4~2-b·3). L'appareil de Golgi, 

[on11é de plusieurs dictyosomes, est situé dans la zone péri apicale. Les lysosomes, les 

mitochondries, les ribosomes, de rares microtubules et le réticulum endoplasmique granulaire 

sont dispersés dans le cytoplasme. Les dépôts de lipofuchsine sont rares. Au pôle apical ces 

cellules présentent de nombreuses microvillosités fines de diamètre unifonne, entremêlées les 

unes aux autres, et quelques cils. Les espaces intercellulaires sont SOllvent dilatés mais restent 

fennés au niveau apical par des jonctions selTées, il existe de nombreux repl is basolatéraux. 

Sur les microvillosités apicales, dans la lumière ventriculaire, reposent des cellu les de 

Kolmer, caractérisées par un noyau rénifonne, un cytoplasme pauvre en mitochondries ct des 

prolongements cytoplasmiques. La membrane basale (ME) épithél iale est régulière et a une 

épaisseur moyenne de 95.74 ± 3 1.72 mn (fig. 4-2-b-5). 

Les capillaires sont volumineux, bordés par un endothél ium fenêtré, reposant sur une 

MB fine et régul ière, do nt l'épaisseur moyenne est de 73.3 ± 17.14 nm. Ils sont séparés de 

l'épithéli um par un stroma conjonct if peu épais, qui contien t de nombreux faisceaux de libres 

de collagène, de rares filets nerveux non myé linisés, quelques fibroblastes, et des cellules 

d'a llure macrophagique avec des protrusions cytoplasmiques s'étendant de la MB épithéliale 

à la MB endothéliale. Les artérioles et veinules sont en plus grand nombre dans la région 

basale. 

Chez les rats âgés de 18 mois, le stroma conjonctif augmente légèrement et 

irrégulièrement. L'épaiss issement de la MB épithéliale est significatif (163.96 ± 60.24 mn; p 

< 0.0001) alors qu'i l n'est que modéré pour la MB endothéliale (85.53 ± 23.07 I1m; p < 

0.001). 
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Chez les rats âgés de 30 mois, les modifications sont multiples. La MB endothéliale est 

toujours régulière et significativement épaissie par rapport à celle des jeunes rats (87.01 ± 

20.23 nrn; p < 0.0001), l'endothélium reste fenêtré. Le stroma conjonctif est épaissi de façon 

iITégulière par adjonction de faisceaux collagène, les fibroblastes contiennent de fréquentes 

vacuoles lipidiques. Les cellules épithéliales sont aplaties (fig 4-2-b-4), le noyau est irrégulier 

et souvent allongé, elles contiennent parfois des vacuoles lipidiques, la hauteur des 

microvillosités est légèrement diminuée (2.46 ± 0.51 t-tm) mais surtout elles sont moins 

nombreuses et irrégulièrement réparties. Quelques cellules épithéliales présentent à leur pôle 

apical de large protrusions cytoplasmiques pédiculées. La MB épithéliale est très épaissie et 

irrégulière (213.91 ± 72.66 nrn; p < 0.0001) (fig 4-2-b-6). Le cytoplasme des cellules de 

Kolmer contient des vacuoles lipidiques parfois très volumineuses. La média des artères est 

épaiSSIe. 

Ces résultats sont résumés dans le tableau suivant: 

Caractéristiques morphométriques des cellules épithéliales et des MB choroïdiennes au cours 
du vieillissement. 

6 mois 

Hauteur des cellules (t-tm) 12.38 ± 2.68 

Hauteur des microvillosités (t-tm) 2.66 ± 0.54 

Epaisseur de la MB 97.75 ± 31.99 
épithéliale (mn) 

Epaisseur de la MB 73.27 ± 17.26 
endothéliale (nrn) 

(1) 

(2) 

(3) 

p < 0.001 par comparaison avec les rats de 6 mois 
p < 0.001 par comparaison avec les rats de 18 mois 
p < 0.05 par comparaison avec les rats de 6 mois 

18 mois 30 mois 

II .63 ± 2.23 (1) 10.53 ± 2.13 (1.2) 

2.61 ± 0.62 2.46 ± 0.51 (3) 

163.97 ± 60.75 (1) 213.92 ± 73.28 (1 ,2) 

85.53 ± 23.27 ( 1) 87.02 ± 20.41 (1) 



4-2-b-l Coupe de PC de rat âgé de 6 mois. Microscopie optique (grossissement x 150). 
Coloration à l'Azur Il . Les cel lules épithéliales sont cubiques. 

4-2-b-2 Coupe de PC de rat âgé de 30 mois. Microscopie optique (grossissement x 150). 
Coloration à l'Azur Il. Les cellu les épithéliales sont aplaties ou ont un aspect en dôme. 



4-2-b-3 Microscopie Electronique (x 2400 ). Coupe d'une villosité de PC chez un jeune 
rat de 6 mois. Noter la présence d'une cellule de Kolmer (K), de noyau arrondi (N), de 
microvillosités très denses (MV) et d'un stroma fibreux peu abondant (S). 

4-2-b-4 Microscopie Electronique (x 2400). Coupe d'une villosité chez un rat de 30 
mois. Les cellu les ont un aspect en dôme, les microvillosités sont plus petites et moins denses 
(MV), le stroma fibreux est abondant (S). 



4-2-b-S Microscopie Electronique (x 19000). J'v1B épithéliale (MB Ep)et endothéliale 
(MB En) de villosité choroïdienne chez un rat de 6 mois, C: capi llaire; Ep: épithélium. 

4-2-b-6 M.î croscopie Electronique (x 19000). J'v1B épithéliale (MB Ep) et endothéliale 
(MB En) de villosité choroïdienne chez lm rat de 30 mois; C: capillaire; S: stroma fibreux 
épaissi. 
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4-3 Etude des PC humains au cours du vieillissement et de la MA 

4-3-a Patients et Méthodes 

Nous avons étud ié les PC de 22 pati ents : 

- 1 produi t d ' avortement spontané de 24 semaines, 

-2 nouveau-nés décédés subitement à l'âge de 3 Illois, 

- 1 patient âgé de 48 ans décédé de compl ications tard ives d 'une hémiplégie post-

traumatique, 

-8 patients âgés de plus de 65 ans décédés d'affection néoplasique (1 cancer du colon, 

cancer de la prostate, 1 cancer du poumon) , d'accident vasculaire cérébral (1 sujet) ou de 

démence vasculaire (4 patients) (moyenne d'âge: 88.28 ± 4.86 ans; 2 hommes, 6 femmes), 

- 10 sujets atteints de MA (moyenne d'âge 84.2 ± 5.97 ans; 3 hommes, 7 femmes). 

Tous les patients souffrant de MA présentaient de leur vivant les critères du DSM III R et du 

groupe de travail NINCDS~ADRDA (McKhann et al, 1984). Ils étaient tous atteints d ' une 

MA très évoluée. 

Les PC sont d 'accès très difficile du fai t de leur localisation. Tous ont été prélevés en 

post-mortem, chez le fœtus et les nouveau-nés au CHU de Nancy et chez les adultes à l'Hôtel

Di eu de Mont-Saint Marlin, dans ce dernier cas, 24 heures après le décès des patients, 

confonnément aux articles R.364- 14 et 364-15 du code des communes (décret de l'Etat 

Français du 31-12-1941) qui régissent les autopsies à caractère privé, c'est-à-dire avec 

l' accord du Mai re de la commune de Mont-Saint Marti n el des familles . 

L'étude a été réa lisée en microscopie optique el en microscopie électronique chez tous 

ces patien ts. Pour chaque patient ad ulte ou âgé, des prélèvements des lobes tempora l, frontal, 

pariétal et de l'hippocampe ont été réali sés, congelés dans l'azote liquide et stockés à _80°. Ils 

ont été exam inés en immuno Ouorescence après incubati on avec des anticorps monoclonaux 

anti-p4 amylo ide (Dako, Gloslrup, Danemark) et anti-tau 1 (Boerhinger Mannheim 
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Biochemica, MaJUlheim, Allemagne). Tous les patients atteints de MA présentaient une 

maladie très évo luée et étaient porteurs de nombreuses PS réparties de façon homogène dans 

les aires néocorticales, et également de nombreuses dégéncsccnccs neurofibrillaires 

confirmant ainsi Je diagnostic de MA définie selon les critères du CERAD (Min'a et al , 1991). 

Des atteintes vasculaires microscopiques sont fréquemment associées à la MA (pasqu ier et 

Leys, 1998); celles-ci ne peuvent être diagnostiquées par la technique d ' immunofluoresccnce 

utilisée, il est donc vraisemblable que plusieurs de nos pat ients classés dans le groupe MA 

présentaient en fait une « démence mixte ». 

Les DNF sont composées de protéines tau phosphorylées. Classiquement l' anticorps 

monoclonal anli ~taul se lie aux protéines tau déphosphorylées, et donc n'est destiné au 

diagnostic des DNF qu ' après déphosphorylation par phosphatase al caline (Papasozomenos, 

1989). En rait, d 'après notre expérience personnell e, sur prélèvements cryocongélés réali sés à 

la 24c heure, non fix és par du parafonnaldéhyde et non paraffin és l'anticorps Lau 1 révèle 

autant de DNF que l' anti corps AD2 (don d ' A. Delacourte). Ceci paraît secondaire à la 

déphosphory lation qui survient spontanément en post-m0l1em (Buée~Scherrer ct al , 1996). 

Une part ie des PC prélevés a été fixée dans du glutaraldéhyde à 2 %, el incluse dans 

l'épon. Des coupes semi ( 1.5 J.un) ou ultra- fines (80-90 IlIn) ont été réalisées à l'a ide d ' un 

microtome Reichert OMU 2 (ReicheI1, Vienne, Autriche), et colorées respectivement par du 

Bleu Azur II ou de l'acétate d'uranyl à 4 %. Les coupes semi-fines ont été examinées sur ti n 

microscope Olympus BH2. La hauteur des cellules a été mesurée à l'aide de l'analyseur 

d'images Biocom (Biocol11, Les Ulis, France). Pour chaque patient un minimum de JO cellules 

a été observées sur 6 villosités di ffé rentes. Les coupes ultra-fines ont été observées sur un 

microscope électronique Philips CMI 2 (Philips, Eindhoven, Pays-Bas). Pour ca lculer 

l'épaisseur moyenne de la MB épithéliale choroïdienne de chaque patient, 20 champs 

d ifférents ont été examinés. NOli s avons comparé les valeurs moyennes de chaque patient 
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atteint de MA et de celles de J' ensemble du groupe souffrant de MA à celles de J'ensemble du 

du groupe témoin. L'analyse stat istique a été réal isée par un test 1 de Stuelent à l' aide du 

logiciel Prisl11 (Grafpad. San Diego, CA, USA). Une différence statistiquement sign ificative a 

été admise pour des valeurs de p < 0.05. 

Chez tous les patients la hauteur des microvillosités n 'a pu être mesurée du fait de leur 

altération par le délai de prélèvement post-mortcm. 

4-3-b Résultats 

Microscopie Optique : 

Chez le fœtus les cellules épithéliales sont cubiques et mesurent 33.09 ± 6.49 I.un. 

Elles sont optiquement vides cn raison de la glycogénolyse post-m0l1em. 

Chez les 2 nouveau-nés les villosités choroïdiennes présentent des capillaires 

vo lumineux. Les cellules épithéliales sont cubiques avec une hauteu r respective de 15.22 ± 

3.57 chez le premier et de 14.63 ± 2.79 ~lIn chez le deuxième. Le noyau est central et arrondi, 

les capillaires sont séparés de l' épithélium par une fine couche de tissu conjonctif, qu i 

renferme de rares cellules fus ifonnes, le glomus présente de nombreuses artères et veines 

baignant dans un ti ssu conjonctif qui contient quelques méningocytes (fig. 4-3-b- l ). 

Chez le sujet d'âge moyen, les cell ules épi théliales sont cubiques, leur hauteur est de 

14.33 ± 2. 1 ~m, elles contiennent de rares vacuoles lipidiques. Le stroma est légèrement 

épaissi. 

Chez les témoins âgés les modifications sont importantes, le stroma vi llos itaire est 

épaissi de façon inholllogène, il contient de fréquents corps hya lins. Le glomus renfenne de 

nombreuses artères et veines à paro i épaissie, entourées par tlll stroma abondant et irrégulier 

présentant de nombreux psal1llllomes (inclusions concentriques lamellaires); les cellules 

épithéliales contiennent de fréquentes inclusions de lipofuchsine, leur hauteur est plus fa ible 
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(13,74 ± 2.56 ~lIn) (fig. 4-3-b-2). Chez les patients atteints de MA, le stroma vi llositaire cst 

très nettement épaissi, les cell ules épithéliales (fig. 4-3-b-3) sont significativement moins 

hautes (10.53 ± 2.55 ~lm) (1' < 0.0001). 

Microscopie Electronique: 

La MB épithéliale du fœtus est fine et régulière (58.92 ± 14.29 mn), de même que 

celle des nouVeatHlés quoique légèrement plus épaisse (respectivement 94.55 ± 24.58 ct 

116.58 ± 30.93 nm) (fig. 4-3-b-4). 

Chez le sujet d 'âge moyen, la MB épi théliale est irrégulière et épaissie (219.9 ± 63.6 

n1n) . 

Chez les patients présentant une MA, la MB épithéliale est ilTégulière el 

signi ficativement plus épaisse (352.74 ± 227.74 mn) que celle des témoins âgés (274 ± 11 7.7 1 

Illn) (fig. 4-3-b-4). 

Chez les témoins âgés, le cytoplasme des cellules épithéliales renferme des vacuoles 

de lipofuchsine et des inclusions fibrillaires allongées en ronne d'anneau appelées corps de 

Biond i. Chez les sujets atteints de MA, les cellules épithél iales sont aplaties, le noyau est le 

plus souven t arrondi, parfo is il est ovoïde de grand axe parallèle à la MB épithél iale, elles 

contiennent également des vacuoles de lipofuchsine, la fTéquence des COI])S de Biondi paraît 

plus élevée que chez les témoins. 

Les résult ats individuels et globaux sont détaillés dans le tableau nO 4-3-c 



4-3-b-l Microscopie Optique (x 150). PC de nouveau-né 

4-3-b-2 Microscopie Optique (x 150). PC de témoin âgé. 

4-3-b-3 Microscopie optique (x 150). PC de pat ient souffrant de maladie d'Alzheimer, 
l10ter l' importance de l' atrophie épithéliale et du stroma fibreux. 



4-3-b-4 Microscopie Electronique (x 10000). Aspects comparat ifs de l'épaisseur de la 
membrane basa le épithéliale chez un nouveau-né (A), un témoin âgé (B), un pat ient souffrant 
de MA (C). 

A 

'", 
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4-3-c Tableau des résultats de l'étude morphométrique des PC humains 

Diagnostic Patient Sexe Age Hauteur des 
(années) cellules 

# épithéliales (/-lm) 

Fœtus M 24 sem 033.09± 6 (49) 

Nouveau-né 1 2 M 0.25 14.63 ± 2.8 (65) 

Nouveau-né II 3 M 0.25 15.22 ± 3.6 (60) 

Témoin d'âge moyen 4 M 48 14.33 ± 2.1 (43) 

Témoins âgés 13.7 ± 2.6 (366) 

Cancer prostatique 5 M 82 13.6 ± 2.9 (61) 

Cancer colique 6 F 86 13 .7 ± 1.9 (30) 

Cancer pulmonaire 7 F 85 14.3 ± 1.3 (30) 

AVC 8 F 88 13.2 ± 2.7 (78) 

DV 9 F 96 13 .3 ± 1.9 (30) 

DV 10 M 86 12.3 ± 2.3 (36) 

DV Il F 95 14.4 ± 2.8 (49) 

DV 12 F 95 14.00 ± 2.8 (52) 

Mal. d'Alzheimer 10.5 ± 2.6 (378)A 

MA 13 M 82 07.4 ± 1.4 (34) A 

MA 14 F 82 10.6 ± 2.6 (38) A 

MA 15 F 87 10.1 ± 2.0 (37) A 

MA 16 F 73 12.9 ± 1.9 (37) 

MA 17 M 83 09.4 ± 1.9 (30) A 

MA 18 M 89 10.5 ± 1.9 (52) A 

MA 19 F 77 09.3 ± 1.6 (40) A 

MA 20 F 84 10.6 ± 1.9 (30) A 

MA 21 F 93 11.3 ± 2.6 (35) A 

MA 22 F 92 12.7 ± 2.4 (45) A 

(n) nombre de mesures 
A valeurs moyelUles inférieures à celles du groupe contrôle, p < 0.05 
B valeurs moyennes supérieures à celles du groupe contrôle, p < 0.05 
DV: démence vasculaire AVe: accident vasculaire cérébral 

Epaisseur de la MB 
épithéliale (nm) 

058.92 ±14.3 (20) 

116.58 ± 30.9 (20) 

094.55 ± 24.6 (20) 

219.9 ± 63.6 (20) 

274.0 ± 117.7 (160) 

310.8 ± 140.5 (20) 

345.9 ± 118.5 (20) 

315.7 ± 073 .6 (20) 

249.4 ± 141.36 (20) 

304.8 ± 071.9 (20) 

157.7 ± 042.5 (20) 

274.6 ± 112.0 (20) 

225.6 ± 065.6 (20) 

352.7 ± 227.74 (200)B 

365 .9 ± 342.1 (20) B 

210.4 ± 104.2 (20) A 

430.6 ± 267.3 (20) B 

266.3 ± 107.8 (20) 

418.4 ± 200.7 (20) B 

325.4 ± 197.5 (20) 

440.7 ± 237.8 (20) B 

387.9 ± 176.9 (20) B 

298.6 ± 166.5 (20) 

341.7 ± 220.78(20) B 
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4-3-d Cellules dClldritiq ucs intra-épithélia les 

L'examen attentif de l'épithélium choroïdien de tous les patients ad ultes examinés, a 

permis la mise en évidence de rares cellules étoilées à cytoplasme clair, renfemlallt un noyau 

rénifo rme et contenant de nombreuses mitochondries de petite tai ll e, des microtubules et des 

microfïlamcnts, des lysosomes, quelques citemes de réticulum endoplasmique granulaire (fi g. 

lO-4-b- l , IO-4-b-2, IO-4-b-3). Ces cellules ne con tiennent ni vacuoles lipidiques ni granules 

de Birbeck. Elles envoient de nombreux prolongements qui s' insinuent entre les cellules 

épi thél iales, elles sont dépourvues de jonctions serrées. Elles paraissent souvent adhérentes à 

la membrane basale épithéliale. Ces cellules sont peu nombreuses et représentent environ 1 % 

des ce ll ules épithéliales. Elles présentent beaucoup de caractéristiques des cellules 

dendritiques (Blanchereau ct Steinman, 1998). 

4-4 Discuss ion 

Ce travail met en évidence une atrophie signi ficat ive de l'épithélium des PC au cours 

du viei lli ssement, accompagné d'un épaississement des MB plus conséquent au ni veau de la 

MB épi théli ale qu'au niveau de la MS endothél iale, aussi bien chez l'animal que chez 

l' holllme. Ces modifications sont significatives dès l'âge de 18 mois chez le raI. 

Nos résultats anatomopathologiques sont conformes aux données classiques. La 

hauteur des cell ules épithéliales du foetus humain ct des nouveau-nés est comparable à celle 

mentionnée dans la revue de la littératu re de Dohrmann ( 1970). Chez les humains figés, les PC 

contiennent de nombreuses inclusions lipofuchsiniques et des corps de Biondi dans 

l'épithélium, ainsi que de nombreux psaml110mes dans le stroma. Ces trois anomalies ne sont 

pas retrouvées chez le rat. 

La découverte de cellu les delldritiques int ra-épithéliales éta it inattendue, e ll e sera 

di scutée dans le chapitre consacré à l' immunologie cérébrale. 
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Les corps de Biondi sont des inclusions cytoplasmiques fibrillai res de 8-11 !lm de 

diamètre, très allongées, d iscrètement torsadées, avec une surface légèrement irrégulière (Wen 

el a l, 1999). Il s plus fréquents au cours du vieillissement. Selon Wen cl al (1999) leur 

présence a ffecterait le foncti onnement des PC. 

La surcharge en lipofuchsines s'accompagne habituellement d ' une baisse des 

capacités fonctionnelles des ce ll ules; ainsi au niveau de la réti ne, leur accumulation est 

associée <1 ulle baisse des capacités de phagocytose des cell ules rétiniennes pigmentées 

(Sundeli n cl al, 1998). 

Au cours du vieilli ssement, l' atrophie des épithéli ums est un phénomène classique 

mais cependant sélectif ct concerne plutôt les épithéliums de transport et de secretion. Par 

exemple c ll e alleint l'épithé lium des tubules rénaux (McLachlan et al, 1977), des canaux et 

des acini des glandes sali va ires (de Wilde et a l, 1986) et des follicules thyroïdiens (Rao

Rupanagud i et al, 1992), alors que l'épithélium pluristratilié de la muqueuse j uga le ne 

présente pas d 'amincissement morphologiquement appréc iable (Stable in et Meyer, 1988). 

Cette atrophie s'accompagne d ' une surcharge en pigments lipofuchsiniques ct d ' une 

diminution des acti vités enzymatiques. Dans le pancréas de rat . le nombre de gra ins de 

zymogène chute de 4 1.2 % avec l'âge (Balas et Ve ll as, 1989), les taux de bicarbonates, de 

lipase et de chYll10 trypsine du liquide pancréatique diminuent respecti vement de 17.2 %, 15.2 

% ct 23.2 % (Ve ll as et a l, 1988). Chez le rat , l'acti v ité des succÎnate et lactate 

deshydrogénases des PC baisse respecti vement de 26. 1 % ct 9 .3 % (Ferrante ct Amell ta, 

1987). 

Au cours de la MA, les anomalies cyto logiques de l'épithélium sont de même nat ure 

que celles des témoins du même âge. Néanmoins le pourcentage des cell ul es épithéli ales 

présentant des corps de Biondi est signifi cativement plus élevé (Wen ct al, 1999). l' atrophie 

épithé lia le paraît s ignifi cativement plus accentuée et proportionnel le à l' importante fibrose 
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sous-jacente. L'appari tion de ces anomalies majore vraisemblablement la dégradation des 

propriétés fonctionnelles des PC dues à l' âge. 

L"épaisseur des MO n'est pas affectée par le délai de prélèvement pOSHnortem 

(Bloom et al, 1959). La MS épithéli ale des PC est fi ne el réguli ère chez les nouveau-nés, son 

épaisseur est du même ordre de grandeur (80 11111) que la plupart des MB chez le sujet jeune 

(Auillaillcy, 1995). 

Les cellules épithéli ales ct leur membrane basale son t ét roitement liées ct fo rment un 

couple indissociable puisque les MB constituent un support phys ique aux cell ules épithélia les 

qui les synthéti sent (Abrahamson, 1986). Les MB sont des structures complexes présentant 

une triple fonct ion (Martincz-Hernandez et Amenta, 1983) de support phys ique, d ' amarrage 

cellulaire et de Jiltration. Elles contiennent de nombreuses molécules ubiquitai res parmi 

lesquelles la laminine, le collagène de type IV, la Ji broncctine, certains hépmane sulfate 

protéoglycannes ( I-I SP). Elles son t composées de deux zones distinctes: la lam ina mra, placée 

sous l'épi thé li um, et la lamina densa. La laminine est située au ni veau de la lam ina rara, alors 

que le collagène IV est l'élément structura l de la lamina densa, cntouré de pa rt et d'autre par 

des HSP. La fib ronectine joue un rôle dans l'amarrage Jibroblastique. La composition des 

membranes basHles varie quelque peu sui vant les organes procurant ainsi le milieu optimal 

pour chaq ue type de cellule ou de tissu. Par exemple le co llagène IV constitue 90 % du poids 

sec de la membrane du cristallin , 45 % de la MB glomérulaire et 25 % de la membrane de 

Reichert (Mart inez~ I-lcll1andcz et Amenta, 1983). La présence d'isoformes du collagène 

permet un ce rtain polymorph isme dans leur composition et architecture (A ull1ailley, 1995). 

Certaines MB s'épaiss issent avec l'âge (Xi ct al, 1982) en part iculier cel les des zones 

d'échange, souvent en associat ion avec d'autres modi Jications importantes de l'architecture 

tissulaire. Chez l'homme. au ni veau du muscle pectora l, l'épaisseur des MB endothéliales 
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passe de 90 11111 à 16 ans à 158 mn à 80 ans. De même l'épaisseur des MB des tubes 

séminifères passe de 162 11111 à 24411111 (Xi et al, 1982). Cct épaississement n'est pas dn à une 

augmentation hannonieuse des d ifférents const ituants. Ainsi l'u til isation d'anti corps ant Î

collagène de type IV et anti- Iaminine objective un épaississement des MB alvéolaires chez le 

sujet âgé (d'Errico et al , 1989) alors que ce phénomène n'est pas retrouvé avec des anticorps 

anti -fibronectine et anti-colJagène V. Au niveau des reins, les MS glomérulaire et tubulai re 

s'épaississent (Anderson et Brenner, 1986) et se dédoublent (McLachlan et al, 1977). La MB 

gloménllaire mesure 110 nm chez l'enfant et 270 m11 chez le vieillard (Bloom et al, 1959), la 

proportion de co llagène IV augmente (Karttunen, et al, t 986; Bloom et al, 1959) tandis que 

celle de laminine dimi nue (Karttunen el al, 1986). L'analyse biochimique de la "ME 

glomérulaire de sluets âgés montre une augmentation des taux d'hydroxyproline, de glycine, 

de hydroxylysine, de galactose ct de glucose (Langeveld ct al, 1981) et une diminution des 

glycosaminoglycannes sulfatés, ce qui la rend plus pennéable aux macromolécules (Cohen et 

Ku , 1983). 

Le vie illi ssement des MB des PC al1l111aUX n'échappe pas à la règle générale. 

L'épaississement y est sélectif pu isqu'i l prédomine sur la MB épithéliale, el s'accompagne 

d'u ne fibrose interstitielle. Des anomalies identiques associées à l'atrophie épithél iale ont été 

retrouvées chez l'homme. Elles peuvent être en relation avec la diminution du vo lume du LCR 

secrété. 

Au cours de la MA, l'épaississement de la MD épithéliale est irrégulier et 

signifi cat ivement plus important que chez les témoins du même âge. Il est associé à une 

fibrose parfois considérable du stroma vi llositaire. 

En conclusion, ces deux études montrent que l'épaiss issement des MH des PC au 

cours du viei lli ssement est un phénomène sélectif atteignant de façon préférentielle la MB 
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épithé liale. Il est associé à une augmentation Împ0l1ante et irrégulière du ti ssu conjonctif et à 

une atrophie épithéliale. Les modifications cytologiques sont moins importantes chez le rat 

que chez " homme puisqu'il n'y a pas apparit ion de corps de Biondi ou de lipofuchsine dans 

les cellu les ép ithéliales ni de psammomes dans le stroma (OUlUl ct Kemohan, 1955). Cette 

évolution morphologique quelque peu différente sui vant les espèces devrait être prise en 

compte dans l ' interprétation des modèles expérimentaux. Les capacités d'absol1)tion, de 

filtration et de secrétioll des PC peuvent être modi fiées par ces altérations. Les conséquences 

de tels défauts sur l'homéostasie cérébrale sont inconnues, mais restent néanmoins 

compatibles avec la vie en dehors de toute agression intercurrente. 

Au cours de la MA l' atrophie épithéli ale, le pourcentage des cellu les épithéliales 

présentant des corps de Biondi ct l'épaiss issement de la MB épithéliale sont significativement 

accentués, ce qui pourrai t altérer le renouvellement du LCR, ainsi que les fonctions de 

synthèse et de transport des Pc. 
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TROISIEME PARTIE 

Etude du fonctionnement des Plexus Choroïdes 
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Chapitre 5 

5-1 Etude des fonctions de trans l)ol"t et de synthèse des PC lors du viei llissement ou 

dcMA 

Les PC sont diffici les à explorer du fait de leur situation anatom ique. Leur 

vascularisation intense permet de les visuali ser par scintigraphie, mais cet examen ne permet 

cependant pas de di fférencier les patients déments des sujets témoins (Monta igu, 1978). 

Pour approfondir leurs fonctions de transport et de synthèse, nous avons mesuré, chez 

l' homme, les taux de deux molécules du LCR, les folates et la transthyrétine (n 'R). Les 

premiers bénéficient d ' un transport actif au niveau des ce lluJes épithéliales, el, la seconde est 

synthétisée et secrétée par les cellul es épithéliales . Nous avons effectué ces ana lyses sur des 

cohortes de sujets hospitali sés, permettant ainsi d ' apprécier les effets du vieill issement el la 

MA sur ces fonctions de transport el de synthèse. 

5-2 Etudc dcs fonct ions de transport 

5-2-11 Les Folatcs 

L'acide folique (acide ptéroylmonoglutamique) a été isolé initialement à partir de la 

feuille d 'épi nard. 11 fait partie du groupe des vitami nes hydrosolubles (ZiI't OUIl, 1990). Les 

fola tes alimentaires sont absorbés au niveau du jéjunum par un mécanisme actif. Ulle fo is 

absorbé, J'acide folique est transformé en différents produits réduits dont l' acide 5-

méthyltétrahydrofolique const itue la forme la plus active. Ces métabo lites servent de 

coenzymes dans la synthèse de l'ADN et dans les processus de transméthylation (Ordoilez, 

1979), c'est à dire qu ' il s jouent un rô le particul ièrement important dans les tissus ::1 

renouvellement rapide (Zittoun , 1990). Au niveau du tissu nerveux, il s interviennent comme 

cofacteur enzymatique indispensable de l' hydroxy1at ion des acides aminés précurseurs des 
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neurotransmetteurs, notamment dans le métabol isme des cobalamines et de la méthionine • 

dans la synthèse de l'acétylchol ine, de la dopamine et de la sérotonine (Ordoftez, 1979; 

Brocker el al, 1999). Les fo lates sont stockés en partie dans le foie et en partie dans les 

organes qui les métabol isent (ZiUoull. 1990). 

Les folates sériques ne peuvent atteindre directement le cerveau du fait de la barrière 

hémo-méningée; ils pénêtrent dans le LCR au niveau des PC grâce à un transport act if du 5-

méthyltétrahydrofo late (Reynolds, 1979). Au niveau des cellules cérébrales, la diffusion est 

ensuite passive (Schnell et Ordoi'iez, 1977). Les fo lates sont véhiculés par les« fo late binding 

proteins », glycoprotéines possédant une forte affinité pour les folates. On en distingue deux 

sortes: les unes sont associées aux membranes cell ulaires et servent à endocyter les folates 

circulants, les autres sont solubles, servent au transport des folates dans les liquides 

biologiques et dérivent des précédentes mais ne possèdent pas de séquence aminée C 

terminale hydrophobique (Wevers et al, 1994). Chez l' homme et le lapin, la concentration en 

fo lates est nettement plus élevée dans le LCR (14-18 ng/ml) que dans le plasma (3 à 12 

ng/ml) ce qui confi rme l'existence d 'un transpOJ1 actif. Il s'agit d' un processus saturable: au 

delà de 20 ng/ml de folates sériques les taux dans le LCR n'augmentent plus (Reynolds, 

1979). Les taux de fo lates intra-ventriculaires sont identiques aux taux du LCR prélevés par 

voie lombaire (Alperin ct Haggard, 1970). 

Les fo lates et la vitamine B 12 sont des cofacteurs ind ispensables du métabolisme de 

l' hol11ocystéine qui est impliquée dans la synthèse de la S-adénosylméthionine (SAM), elle

même impl iquée dans la méthylat ion de nombreux accepteurs (myél ine, phospholipides 

membranaires, récepteurs; Brocker et al, 1999). La carence expérimentale en fol ates engendre 

une diminution des taux de SAM, ce qui favorise la survenue d 'un syndrome dépressif par 

diminution de synthèse de noradrénal ine et de sérotonine (Brocker et Lods, 1987). 
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Les carences congénitales cn folates sont caractérisées par une arriération mentale el 

des calcifications cérébrales (Lanzkowsky et al, 1969). Chez l'adulte elles ont des 

retenti ssements multiples: elles peuvent être responsables d'anémie macrocytaire de type 

biemlérien, de glossite et de troub les du transit, de diminution de l' immunité à médiation 

cellulaire et du pouvoir phagocytaire des polynucléaires, de polynévrite sensitivo-motrice, de 

sclérose médullaire combinée, et, également de dépression ou de syndrome démentiel 

curables par thérap ie substitutive. Le bilan d'un syndrome démentiel comprend théoriquement 

un dosage des folates afin d'éliminer une démence curable. 

5-2-b Patients et Méthodes 

Nous avons étudié les taux de folates dans le LCR d'une séri e de 131 sujets provenant 

de l'Hôtel-Dieu de Mont Saint Martin. Aucun de ces suj ets ne bénéficiait d ' une 

vitaminothérapie substitutive. Tous les témoins ont bénéficié d' une ponction lombai re pour 

éliminer une affection neurologique telle qu 'une méningite ou une hémorragie sous

arachnoïdieune. ou pour réaliser une saccoradiculographie. Le diagnostic de MA a été porté 

suivant les critères du groupe de travail NlNCDS-ADRDA (McKhrum et al, 1984). Nous 

Il 'avons utili sé pour cette étude rétrospect ive que des résidus d'échantillon de LCR présentant 

une protéinorachie <0.60 gli et moins de 3 cellules/ml. Avant d'être congelés à - 30°, tous les 

échantillons de LCR ont été centrifugés pour él iminer les cellules. 

Nous avons étudié les taux d'albumine et de folates dans le LCR de ces 13 1 patients 

subdi visés en 3 groupes: 

un groupe de sujets témoins d ' âge moyen : 62 patients âgés de 20 à 60 ans (30 

femmes, 32 hommes, moyenne d'âge: 40. 1 ± 11.6 ans), aux fonctions supérieures Ilonllales, 
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un groupe de sujets témoins âgés : 39 patients âgés de plus de 60 ans (28 femmes, 11 

hommes, moyenne d 'âge: 73.2 ± 7.5 ans), aux fonctions supérieures nonllales. 

un groupe de patients atteints de MA: 30 sujets atteints de MA tous âgés de plus de 

60 ans (1 9 femmes, 11 hommes, moyenne d 'âge: 75.9 ± 6.7 ans). Tous ces patients ont 

bénéfi cié d ' un dosage des fo lates sériques et présentaient un test de Foistein situé cntre 10 et 

25. 

Les dosages ont été réal isés au laboratoire de biologie de !'Hôte!MDieu à Mont Saint 

Martin (D. Christmann, T. Dubost) . Les échantillons de LCR ont été analysés par le système 

d ' îmmunoanalyse Access (Sanofi Diagnostics Pasteur, Mames la Coquette, France). Le 

pnnclpe du test Folate Access repose sur une technique immuno-enzymatique 

chimioluminescente par compétition qui uti lise comme phase solide des particules métalliques 

pour la séparation des formes li bres et li ées de l'analyte (acide fo lique). 

Dans un premier temps, les folates sont dissociés de leur protéine porteuse par 

incubation de l'échantillon pendant 5 minutes à 37° avec une solution d 'ascorbate de Na et 

d 'HCI 0.1 N. Les fol ates entrent ensuite en compétition avec un conjugué (acide folique 

marqué à la phosphatase alcal ine) pour un nombre limité de sites récepteurs sur une protéine 

li ante. Des anticorps de souris dirigés contre la protéine liante fonTIent un li en entre les 

particules métalliques sensibilisées par des ant icorps de chèvre anti-souris et les complexes 

folate-récepteurs. Le mi lieu réactionnel est soumis à un champ magnétique puis un lavage 

pemlet d 'éliminer les produ its non liés à la phase so lide. Le substrat chimioluminescent 

(Lumi-Phos 530, Sanofi Diagnostics Pasteur, Mames la Coquette, France) est alors ajouté 

dans la cellule réactionnelle et un 11lll1inomètre enregistre la lumière générée, inversement 

proportionnelle à la concentration en folates de l'échantillon analysé. La courbe de cali bration 

(6 points) est réali sée à l' aide d ' un coffret d 'étalons (Etalons Folate Access, Sanofi 

Diagnostics Pasteur) fourni s à des concentrations différentes de 0, 1,2,5, 10 et 20 ng/ml. La 
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sensibilité analytique du test est dOJUlée à 0.5 nglml pour être la plus petite concentration 

d'acide fo lique détectable distincte de J'éta lon O. Cette valeur est interpolée à partir de la 

courbe, au point correspondant à deux déviations standards à partir du signal moyen mesuré 

de l'étalon O. Dans chaque série de mesures un sénlln contrôle est analysé (Lyphocheck C-

370-IA-l; Bio-Rad , Ivry sur Seine, France). Le test Folate Access permet d'obtenir un 

coefficient de variation de 7.3 % en intersérie pour le sémm de contrôle Lyphochek niveau 

(moyenne 9.7 ± 0.7 ng/ml). 

Pour évaluer une éventuelle contamination plasmatique des échantillons, l'albumine a été 

dosée par une méthode néphélémétrique uti lisant un néphélémètre automatique (Beckman 

Specifie Protein Analyser, Array 360 System, Brea, CA USA) avec des anticorps 

monoclonaux anti-albumine (Beckman Instruments, Galway, Ireland). Pour chaque série de 

mesures, un contrôle d 'échanti llonnage a été réalisé avec des dilutions préétablies (Vigil PRX, 

Beckman Instruments, Brea, CA USA). 

Les résultats ont été exprimés sous fonne de moyenne ± écart-type, et l'analyse 

stati stique, util isant le test t de Student , a été réalisée à J'aide du logiciel Siide Write Plus 

(Carlsbad, CA, USA). Les différences ont été considérées conmle signi fi catives pour p < 0.05. 

S-2-c Résultats 

L'âge des patients atteints de MA n'est pas significativement différent de celui des 

témoins âgés (p > 0.05), par contre J' âge des témoins jeunes est significativement différent de 

celui des 2 autres groupes (p < 0.001). 

Les taux d'a lbumine du LCR sont stables au cours du vieilli ssement: 0.217 ± 0.066 g/l 

dans le groupe des témoins d'âge moyen, 0.210 ± 0.068 g/l dans le groupe des témoins âgés et 

0.222 ± 0.068 g/I dans le groupe des patients atteints de MA. 
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Les taux de folates dans le LCR varient peu au cours du vieillissement: respectivement 

10.53 ± 2.4 ng/ml et 10.33 ± 2.81 ng/ml chez les témoins d'âge moyen et les témoins âgés (p 

> 0.05). Les taux sont par contre significativement abaissés chez les patients atteints de MA 

(8 .31 ± 1.75 nglml; p < 0.001). Les taux sériques sont cependant comparables chez les sujets 

souffrant de MA et chez les témoins du même âge (5.35 ± 2.15 nglml versus 5.81 ± 2.13 

ng/ml; p = 0.54). Une faible corrélation a pu être montrée entre les taux de folates dans le 

LCR et les scores au MMSE (r = 0.35). 

Les résultats sont détaillés dans les figures 5-2-d, 5-2-e et 5-2-f 

5-2-d Tableau comparatif des taux de folates dans le sérum et le LCR des patients 
souffrant de MA et des témoins âgés 
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5-2-e Evolution des taux de folates dans le LCR 
-en fonction de l'âge chez les témoins (0) 
-chez les patients souffi:ant de MA (. ) 
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5-2-f Taux des folates sériques par groupe d'âge 
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5-3 Etude des fonctions de synthèse 

5-3-a La Transthyrétine (TTR) 

La transthyrétine autrefois appelée préalbumine est une protéine tétramérique de 55 

kD, composée de 4 sous unités de 127 acides aminés délimitant un canal central dont la paroi 

intente est limitée par la portion P-pli ssée des 4 sous unités (Illgenbleek et Young, 1994). Le 

gène codant pour la TIR est situé, chez l'homme, sur le bras long du chromosome 18. Dans 

l'espèce humaine, ainsi que chez chez tous les mammifères et les oiseaux , la TIR est 

synthétisée par le fo ie el les PC. Chez l' homme, le taux d'ARNm de TIR est 10 foi s plus 

élevé dans les PC que dans le foie (Blay et al, 1994). 

Chez les reptiles et cn particuli er chez la tortue, l'ARNm de TIR est trouvé seulement 

au niveau des PC (Richardson et al, 1997). On admet que l'expression du gène dans les PC est 

apparue chez les rept iles il y a quelques 300 millions d'années, et que la synthèse hépatique 

s'est développée beaucoup plus tard (Schreiber et Richardson, 1997). Au cours de l'évolution 

la structure de la molécule a été bien conservée puisque l'on note 75 % d 'homologie entre la 

séquence des gènes humains et celle des gènes aviaires (Duan et al, 1991). 

L'ARNm de la TIR est régu lé de façon différente au niveau du fo ie et des PC. Le 

jeûne indu it une chute de la synthèse hépatique de TIR alors que la synthèse choroïdienne est 

inchangée (Wade et Bleiberg-Daniel, 1988). La destruction de l'innervation sympathique des 

PC par sympathectomie cervicale ne modifie pas les taux d' ARNm de TIR (Blay et al, 1994). 

Par contre l'altération fonct ionnelle des PC diminue les taux de TIR dans le LeR. Ainsi, 

l'intoxication chronique dll rat par le plomb n'a pas de conséquence morphologique sur la 

structure des PC mais modifie leur fonc tionnement, el le taux de TTR chute dans le LCR 

(Zheng et al, 1996). Les taux dans le LCR sont 30 fois inférieurs à ccux du plasma, mais ils 

sont identiques dans les régions lombaires et ventriculaires (lngenbleek et Young, 1994). Il 

n'y a pratiquement pas de diffusion du plasma vers le LCR du fa Ît de la barrière hémo-
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méningée. L'albumine, dont la masse moléculaÎre est de 69 kD, n'est pas synthétisée dans le 

cerveau, et provient entièrement du plasma par diffus ion. Weisner et Kauerz (1983) estiment 

qu'une petite fraction de TIR du LCR émane du plasma par simple diffusion. Le taux de TTR 

diffusée se calcu le de la façon suivante: 

TTR diffusée = albumine du LCR x TIR du sérum/albumine du sérum. 

Une diminution des taux de préalbumi lle indiquerait des troub les de l 'hydraulique du 

LCR (Weisnerel Rocthig, 1983), 

Chez l'homme, la TIR constitue 25 % des protéines ventriculaires (lngenbleek et 

Young, 1994), mais ses fonctions restent mal COlUmes. Les aslrocytes humai ns présentent des 

récepteurs pour la TTR (Divino et Schussler, 1990). 

Au niveau sérique, la TIR sert de transporteur pour environ 15 % de la thyroxine et 

également pour le {( ret ino l binding protein » (Dickson et al, 1987). Dans le LCR, la thyroxine 

(T4) peut être sous fonne libre (fT4) ou liée à la TIR. Dans le LCR humain environ 80 % de 

T4 est sous forme liée à la TIR, et la concentration de fT4 dans le LCR est de 1 à 2 fois celle 

du sérum (58 ng/I vs 24 ng/I) bien que les taux de T4 totale soient plus élevés dans le sérum 

(75 ~g!l vs l ,85 ~g!l) (Hagen et Elliott, 1973), La T4 peut cependant pénétrer dans le ti ssu 

cérébral sans l'aide de TIR chez les souris dé létées (knock out) de ce gène (palha et al, 1997). 

D'après Southwell et al (1993), la IT4 sérique serait captée par les cellules choroïdiennes, 

puis par la TIR cytoplasmique et excrétée dans le LCR. 

Plusieurs affections secondaires à différentes mutations de la TIR (met 3D, isoleu 33, 

ser 84, met II I, ala 60) ont été décrites. Celles-c i s'accompagnent de dépôts amyloïdes à 

l'origine de neuropathies périphériques et dysautollomiques (met 30) et par des atleintes 

viscérales variées notamment card iaques (met II I) pouvant conduire à la 111011 une dizaine 

d'almées après le diagnostic (Grateau, 1992; Lebrazi et al, 2000). Dans ce cas le traitement 

peut consister en une transplantation hépatique, à la suite de laquelle la protéine mutée 
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di sparaît du plasma mais persiste dans le LCR (Grateau, 1996), ce qui con firme la réali té de la 

barrière hémo-méningée elle rô le des PC dans la synthèse de la TTR du LCR. 

Le LCR inhibe in vitro la transformation de la protéine amyloïde so luble cn fibrilles fl

amyloïdes, vraisemblablement par séquestration de la protéine amyloïde. Ceci pourrait être dO 

à la T rR (Wisniewski ct a l, 1993; Schwarzman et al, 1994). En théori e une mutation de la 

TTR devrait empêcher celle action, et favoriser l'apparition de plaques sénil es; en rait, Palha 

et al (1997) dans une série de 68 patients attei nts de MA sporadiques (49 sujets) ou à début 

précoce ( 19 suj ets) n'ont pas trou vé de corrélation entre les d ifférents mutants et la survenue 

d ' une MA. Une baisse des taux de T rR dans le LCR a été rapportée dans la MA (Ri ssoen, 

1988) qui pourrait expliquer la fibrilloformat ion de la protéine amyloïde par insuffisance 

d ' inhibition. 

5~3-b Patients ct Méthodes 

Nous avo ns étudié de façon rétrospect ive les taux de TTR dans le LC R de 149 pat ients 

provenant de l' Hôtel-Dieu de Mont Saint Martin. Les critères de sélection éta ient les mêmes 

qlle pour l' étude des fol ales cl cette cohorte a été subdi visée en quatre gro upes: 

un grouJle de jeunes patients: 17 suj ets âgés de moi ns de 20 ail s (5 suj ets de scxe 

masculi n, 12 de sexe fémin in; moyenne d 'âge: 10 .4 ± 5.4 ans), sans s igne de démence 

un groupe de témoins d ' âge lIIoyen: 5 1 sujets cntre 20 cl 60 ans (2 1 hommes, 30 

femmes; moyenne d'âge: 4 1 ± 11 ans), sans signe de démence 

un gr'oupe de témoins âgés: 4 1 pat ients tous âgés de plus de 60 ans (13 hommes. 28 

fem mes; moyenne d ' âge: 76.2 ± 7.7 ans), sans signe de démence 

un groupe des plltients 'lUeints de MA probable selon les c rilères du groupe 

N INCDS~ADRDA: 40 pat ients lous âgés de 60 ans el plus ( 13 hOlllmes, 27 felllmes; moyenne 

d '<ige: 74.2 ± 5.8 ans), to us ces suj ets présentaient un test de Folste in s itué e ntre 10 cl 25. 
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Comme précédemment nous n' avons utilisé que des résidus d 'échant illon pour ces 

dosages qui ont tous été réa li sés au laboratoire de biologie de "Hôtel-Dieu de Mont Saint 

Mart in (D. ChrÎslmann, T. Dubost). La TfR a été dosée selon une méthode néphélémétrique 

comparable à ce lle utili sée pour doser J' albumine en ayant recours à un anticorps monoclonal 

anti-1TR (Beckman Instruments, Galway, IreJand). 

5-3-c Résultats 

Chez les témoins de moins de 20 ans, la concentrat ion de TIR éta it de 15.54 ± 1.82 

mg/l, signifi cativement différente de celle des témoins d'âge moyen (17.37 ± 2.35 mg/l, p < 

0.001), et des témoins âgés (20.02 ± 2.45 mg/l, p < 0.001). La concentration de r rR chez les 

pat ients aueints de MA ( 17.49 ± 2.02 mgll) n'était pas significativement di ffé rente de cell e 

des témoins d ' âge moyen (p = 0.8), mais significat ivement plus basse que celle des témoins 

âgés (p < 0.000 1 )(fig. 5-3-d et fi g. 5-3-e). 

La concentration d 'albumine était sign ificati vement plus basse chez les sujets les plus 

jeunes (113 ± 44 mg/l). Par contre il n 'y avai t pas de différence signifi cative entre ce ll e dcs 

sujets d 'âge moyen (21 1 ± 70 mg/I), des témoins âgés (217 ± 76 mg/I) et cell e des patients 

démenls (2 16 ± 6 1 mg/I). 



5-3-d Taux de transthyrétine dans le LCR par groupe d'âge 
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5-4 Discussion 

Ces deux études mettent en év idence plusieurs phénomènes. Les taux d ' albumine ne 

varient pas dans le LCR au cours du vieilli ssement ni au cours de la MA. Les taux de n "R 

augmentent légèrement avec l' âge, de 0.06 mgll par an, alors que les taux de folates sont 

stables. Par contre chez les patients atteints de MA les taux de fcla tes et de TrR sont 

signifi cati vement plus bas que chez les témoins du même âge. 

L'évolution des taux de folates du LeR au cours du vieillissement , e l leur diminution 

chez les patients atteints MA ont déjà été rapPOItées (Carney, 1979; Marclis et Frccdman, 

1985). Nos résu ltats confirment ces travaux .. La concentration des felates dans le LeR est la 

résultante de plusieurs phénomènes successifs: absorption, transport intra-cellulaire, secrétion 

par les ce llules ép ithé li ales des PC et dilution dans le LCR. Il s'agit d ' un transport actif 

saturable, et donc logiquement il ex iste une corrélation positive entre les taux du LCR et ceux 

du sérum jusqu' au seuil de saturation (r = 0.79; Reynolds, 1979). 

Wcvcrs el al (1994) rapportent le cas d ' un pat ient de sexe masculin atteint d'une 

malad ie neurologique lentement évolutive caractérisée par un syndrome cérébell eux, une 

allcinte pyram idale et une ba isse de l' acuité auditive. Ce suj et présentait un taux très bas de 

folales dans le LCR alors que les taux de folates sériq ues, de vitamine B 12 dans le LCR ct le 

sérum étaient normaux. Ces anomalies ont été attribuées à une atteinte congéni tale des 

fonctions de transport des fola tes . 

D'après Renvoize et al ( 1985) 44.8 % des patient s souffrant de MA sera ient cmencés 

en folates. En Ca it, comme dans la sé rie de Joosten ct al ( 1997), tous nos patients atte ints de 

MA, s;:llI f2, possédaient des taux normaux de fo lates sériques. Les taux bas de Ca lates dans le 

Le R de ces patients sont donc en faveur d ' une atteinte des fonctions de transpo rt des PC au 

cours de la MA. 
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La vitami ne B1 2 bénéfic ie également d'un transport actif saturable (SpeCIOI", 1977); 

mais différen t de celui des rolates. Il existe une corrélation pos itive entre les taux 

plasmatiques et ceux du LCR (Nijsl et al, 1990). Les patients souffrant de MA serment 

souvent carencés en vitami ne B 12 (30 % dans la séri e de Nijs! et al ( J 990). Ce fait est récusé 

par Ikeda ct al ( 1990) et Joosten ct al (1997), qui est iment que les taux sériques de v itami ne 

B 12 sont comparables chez les malades et les témoins. Par contre, Ikeda et al ( 1990), dans une 

séri e de 22 pat ients, rapportent des taux bas dans le LCR (28 ± 7 pg/Ill! chez 12 sujets 

souffrant de MA versus 50 ± 26 pg/ml chez 10 témoins appariés, p < 0.0 1) alors que les taux 

sériques sont du même o rdre de grandeur, cc qui est en faveur d 'une altération des fonctions 

de transport de la vitam ine 812 (Regi and et al, 1992). La chute des taux de vitamine 131 2 et 

des fo lmes dans le LCR au cours de la MA suggère une altération de plusieurs processus de 

transport act if, secondaire à lIne atteinte fonctionnel le ct/ou anatomique des PC. 

Les fola tes et la vitamine B 12 sont impliqués dans le métabolisme de 

l' homocysté inc (Ba ldessarini ; 1987). Le LCR des patients soulTrant de MA présente un taux 

de SAM, une molécule déri vée de l'homocystéine, signifi cativement abaissé (35.7 ± 10.8 

nglml vs 65.8 ± 12.2 nglml chcz les témoins; Reynolds et al, 1989; Bott iglicri ct al, 1990). Ce 

fai t semble confirmer l'exis tence d ' un dé ficit en folates au ni veau cé rébral. 

La concentrat ion de TI'R dans le LCR résulte de plusieurs phénomènes 

s imul tanés: synthèse el excrét ion, dilution dans le LCR secrété par les PC ct réabso rption. Les 

taux de TrR dans le sérum sont 30 fo is plus élevés que dans le LCR, ct l'augmentation des 

taux de lTR dans le LeR au cours du viei lli ssement pourrait indiquer une perméabil ité accrue 

dc la barrière Sang~LCR (8SL). ElTcclÎvement, plusieurs études sont cn faveur d ' une 

augmentation de la pennéabilité de la BS L chez les suj ets âgés: Garton ct al (199 1) rappo rtent 

lIne corrélation posi tive entre les rat ios LeR/serum et l'âge pour la TTR, l' albumine, les IgG 

et l 'a2~macrogl obu linc, de même Elovaara et al ( 1985) mentionnent lIlle augmen tation des 
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taux d'album ine dans le LCR des patients souffrant de MA. Skoog et al (1996) ont mesu ré au 

cours d'une étude prospective chez 69 volontai res âgés de 85 ans le ratio albumine du 

LCRJalbumine sérique. Celui~c i est plus élevé chez les déments atteints de MA ou de 

démence vasculaire que chez les témoins âgés. Hampel ct al (1997) estiment que 16 % des 

patients atteints de MA présentent une altération de la BSL avec augmentation du ratio 

albumine du LCRIalbumine sérique. 

Par contre, d ' autres auteurs ne trouvent pas d'anoma lie de la perméabili té de la BSL 

au cours du vieillissement et de la MA. Frôlich et al (199 1), comparant les ratios LCRlsérum 

pour l' albumine el les IgG, ne signalent aucune différence dans une séri e de 50 patients. 

Matti la el al (1994) analysant les protéines du LCR prélevé chez des sujets atteints de MA, de 

démence vasculai re et des témoins rapportent des taux semblables dans les trois groupes dc 

patients. Elovaara (1 984) montre que, dans le syndromc de Dawn, les taux de TIR sont 

inchangés. Blennow et al (1990) ne détectent pas de dysfonction de la BSL chez les patients 

MA n 'ayant pas de facteurs de risque vasculaire, par contre lorsque la MA coexiste avec de 

tel s facteurs, le ratio albumine du LCRlalbumine sérique est plus élevé. Pantoni et al (1993) 

signalent une élévation des taux d'albumine en cas de leucoaraiose. 

Rozemuller et al (1988) ont étudié le parenchyme cérébral, prélevé cn post-mortem, de 

patients souffrant de MA et de sujcts témoins avec des techniques immunohistochimiqucs à 

base d'anticorps marqués à la peroxidase, et, ont mis cn évidence des phénomènes de 

diffusion pour les IgG el l'albumine plasmatiques dans le tissu cérébral auss i bien chez les 

patients décédés de MA que chez les témoins non déments. Ces résultats ne sont pas 

influencés par le délai de prélèvement post-mortem Uusqu'à 36 heu res dans ce travail). Cette 

étude a été réalisée sur des tissus congelés ou fixés dans le formol. Pour ces auteurs, il n'y a 

aucun argument en faveur d ' un dysfonctionnement de la barrière hémo-encéphalique. 
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L 'albwnine et la TIR ont des masses poids moléculaires voisines (69 kD vs 55 kD). 

L'albumine du LCR n'est pas synthétisée dans le cerveau, elle provient exclusivement du 

sérum par diffusion au travers de la BSL. La stabilité des taux d'albumine semble indiquer 

l'absence d'augmentation de la perméabilité lors du viei llissement ou de la MA et, par 

conséquent l'augmentation des taux de TTR dans le LCR au cours du vieillissement n'est pas 

due à une diffusion accrue de TIR plasmatique mais plutôt à une diminution de la secrétion 

hydrique et du renouvellement du LCR. On dispose d'un modèle analogue avec la 

créatininémie, qui est le reflet de la masse I11ll sculairc: la fonte musculaire due à l'âge devrait 

engendrer une diminution de la créatininémie. or en fait chez le sujet âgé, cette dernière est 

souvent normale voire augmentée du fait de la baisse des fonctions d'épuration rénale. 

La baisse des taux de TTR au cours de la MA suggère donc une diminution de 

synthèse secondaire à une atteinte anatomique ou fonctiOlmelle des PC. Celte baisse est à 

rapprocher de l'importante atrophie épithéliale choroïdienne observée dans la MA. 

En conclusion,les taux d'albumine du LCR ne varient ni au cours du vieillissement ni 

au cours de la MA, suggérant que la barrière hémoméningée n'est donc pas altérée par l 'âge 

ou la MA. Les taux de TIR augmentent légèrement chez le sujet âgé alors que les taux de 

folates sont stables. Malgré la baisse probable du tUI11-over du LCR, il existe une diminution 

des taux de TIR et de folates chez les patients souffrant de MA. La baisse des taux de TIR 

dans le LCR traduit une diminution de synthèse, celle des folates une chute des transports 

actifs au niveau des PC chez les pat ients atleints de MA. 
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Chapitre 6 

6-1 Etude des phénomènes de glycatiol1 dans le LCR au cours du vieill issement et de 

laMA 

Les anomalies constatées au niveau des PC lors du vieill issement cl de la MA 

suggèrent une diminution de la scc rétioll hydrique par ces derniers. En fait, le renouvell ement 

du LCR est d ifficile à étudier. La scin tigraphie des PC Ile fournit aucun renseignement util e 

(Montaigu, 1978). La technique la plus facile à réal iser est cell e de Mayel al (1990). Elle 

consiste, après une ponct ion lombaire évacuant 10 ml de LCR, à mesurer le temps nécessaire 

pour obteni r un retour à la pression initia le et à calculer le débit, mais clic est éthiqucmenl 

inacceptable. Dans ces condi tions nous ne disposons que de techniques indirectes, telles que 

la scinticystemographie isotopique (cft paragraphe 3-7-g). L' étude des phénomènes de 

glycation pourrai t const ituer une autre approche de la mesure du renouvellement du LCR. 

Le ratio glucose/protéines est beaucoup plus élevé dans le LCR que dans le sang 

(O.60g/0.30g versus 1 g/60g). La d iminut ion du tUrIl-over du LCR devrait donc favor iser la 

glycation des protéines et en pat1iculi er la formation de corps d'Amadori, celle dern ière 

pouvant se produire relativement rapidement, en l'espace de quelques heures ou jours (cft 

paragraphe 3-7-e). Nous avons donc mesuré la quantité de co rps d 'Amadori dans le LCR de 

99 patients consécutifs à l'aide d 'un anticorps monoclonal anti-hex itol -Iysine. 

6-2 Mlltél"icis ct méthodes 

Nous avons étud ié de façon rétrospective les taux de corps d'Amadori dans Je LCR de 

99 patients provenant de l' Hôtel-Dieu de Mont Saint Martin. Les critères de sélection étaie nt 
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les mêmes que pour les deux études précédentes et cette cohorte a éga lement été subdi visée en 

trois groupes: 

Un gr"oupe de témoins de moins de 60 ans: 50 suj ets âgés de 1 à 59 ans (25 hommes, 

25 femmes, moyenne d ' âge: 27 ± 19. 1), sans s igne de démence 

Un groupe de témoins âgés: 20 patients âgés de plus de 60 ans ( 11 hommes, 9 

femmes; moyenne d'âge: 72 ± 7.3 ans), sans signe de démence 

Un groupe de Ilaticnts souffnmt de MA prob;tblc selon les c ritères N INCDS~ 

ADRDA: 29 patien ts (10 hommes, 19 femmes; moyenne d ' âge: 79.3 ± 7.7 ans), les scores au 

test de Folstcin s'échelonnaient de 5 à 25. 

Les co rps d ' Amadori ont été dosés, par lIne technique immunocll zymalique (Centre du 

Médicament, Faculté de Phannac ie, Prof. G. Siest) â J'a ide d'un ant icorps monoclo nal anti

hexito l-Iysi ne (Myint et al , 1995). Les échantillons de LCR ont été dilués au 11250e en IlBS 

(pH 7.4). Dans chaque puits d ' une plaque de microt ilration (Nunc, USA), 60).l1 d ' Url mélange 

composé de 10 ~d d ' une solution fraîchement préparée de NaBH4 0. 1 M di lué en NaOH 10 

nM, el, de 50 ~tl de LC R d il ué (co ntenant 50 à 100 ng de protéines) ont ensuite été déposés. 

Après incubation pendant 2 heu res à température ambia nte, les puits ont été lavés 5 foi s par 

du PBS contenant 0.5 % de Tween- 20, pour éliminer les protéines nOIl fi xées, pui s incubés 1 

heure en présence de 250 ).l I de sérum albumine bovine à 0.1 % pour satu rer les s ites 

d 'accrochage non spéci fique. Cinq uante ~tI d'une so lution d 'ant icorps monoclonal anti 

hex itol- Iysine dilué au l/ lOOOe en PBS ont été déposés dans chaque puits. Après une 

incubation de 2 heures fa température ambiante, les puits ont été lavés, cl 50 pl d ' une sol ut ion 

d ' anticorps anti -lgG de souri s conjugués à la peroxydase (dilution IlU 115000c en rBS) on t élé 

déposés dans chaq ue pu its ct incubés pendant 2 heures à température ambiante. Après une 

no uvelle série de lavages, la réaction a été révé lée pa r addition de 50 ~tI d ' une solution 

préparéc ex tcmporanément d 'ortho phéllylènc di amine (OPD, Sigma) et d' l-h02. La réaction 
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révélation a été arrétée par addition de 50)l1 de H2S04, 1 N. L'absorbance de chaque puits a 

été mesurée à 490 Iml à l'aide d'un spectromètre Dynatech MR 5000 (Dynatech, UK). Les 

résultats ont été exprimés en densi té optique. La concentration cn corps d'Amadori a été 

calculée en unités arbitraires (UA)/mg de protéine suivant l'équation suivante: 

[Corps d'Amadori] ~ 1000. A,,.![proteines]VID 

où A490 indique J'adsorbance à 490 mil, [protéine] est la concentration protéique dans le LCR. 

o le facteur de dilution et V le volume en ~d. 

L'analyse s tati stique a utili sé le (-test de Studellt, les différences ont été considérées 

comme significatives pour p < 0.05. 

La glycorachie et la glycémie ont été mesurées selon la technique de KUllst et al 

(1983), los protéines selon la méthode de Lowry et al (1951). 

Un western blct a été réalisé avec hu it échantillons de LCR (4 LCR de sujets témoins, 

4 LCR de patients souffrant de MA) sur un gel de polyacrylamide à 12 % en présence de 

sodium dodecyl-su lfate. Après transfcI1 électrophorétique sur membrane (Immobi lon en 

PVDF, 0.45 ~tm ; Millipore, Saint Quentin, France), les sites non saturés ont été bloqués par 

incubation, pendant 120 mn à température ambiante, avec une so lution de sénml albumine 

bovine à 3 %. Après lavage en PBS, la membrane de transfert a été incubée avec l'ant icorps 

monoclonal anti-hexitol-Iysine pendant 120 mn à température ambiante sous agitateur. Après 

lavage en PBS, la détection de J'acti vité peroxydasique a été réal isée avec un ECL kit 

(Amersham, UK). 

6-3 Résultats 

Les valeurs de la g lycorachie sont prat iquement identiques chez les témoins jeunes 

(3.8 ± 0.6 mmol/I), les témoins âgés et chez les patients souffrant de MA (3.8 ± 0.6 mlno l/I 

versus 4.1 ± 1.3 1111110 111; P > 0.05). 
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La protéillorachie est du même ordre de grandeur chez les témo ins jeunes, les témoins 

âgés cl les sujets atteints de MA (respect ivement 0.3 ± 0.1 gli. 0.4 ± 0. 1 g/I, 004 ± O.) gll) 

La glycémie reste stable au cours du viei lli ssement (5.9 ± 1.6 ml110lll chez les témoins 

j eunes, 5.8 ± 1.1 mmolll chez les témoins âgés, et 5.8 ± 1.4 ml110 l/ l chez les patients souffrant 

de MA 

Le taux de corps d'Amadori ne varie pas avec l'âge (2.4 ± 1.3 UA chez les témoins 

jeunes, 2.2 ± 0.7 UA chez les témoins âgés). Par cont re il est significativement augmenté chez 

les patients souffrant de MA par rapport aux témoins âgés et aux témoi ns jeunes (3.8 ± 1.7 

UA; P < 0.000 1). 

Les résultats sont détaillés dans Je tableau 6-3-a. 

Les pat ients souffrant de MA ont été subdi visés en trois groupes en ronction de la 

sévérité de leur maladie: sévère (MMS < 10, n = 5), modérée (MMS de 10 à 19, Il = 15), 

légère (MMS de 20 à 26). La glycat ion est plus importante chez les patients au stade de MA 

sévère que chez les sltiets modérément atteints (4.8 ± 1.4 UA vs 3.5 ± 1.3 UA), mais cette 

di/Térence n'cst pas significative. Les valeurs des patien ts au stade de MA légère (3.7 ± 1.3 

UA) ne dirfé rent pas de cell es des patients au stade modéré. 

La séparation éleetrophorétique des protéines du LCR par western blot sui vie d ' un 

immunomarquage par un anticorps monoclonal anti-hexitol-Iysine montre que les protéines 

te lles que la transrerrine, l'a l-ant itrypsine, les chaines légères et les chaines lourdes des IgO, 

l' apoE. l'apoJ et la transthyrétine, sont toutes glyq uées chez les patients souffrant de MA et 

chez les témoins âgés, cette glycation globale et non spéci fique paraît plus importante chez les 

sujets atte ints de MA. En effet, l' intensi té des bandes correspondant à l' albumine mesurée 

avee le logiciel Biomax 1 D (Kodak) chez les quatre sujets souffrant de MA est 1.5 roi s cell e 

des quatre témoi ns. 
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6-3-a Résultats détaillés du dosage des corps d'Amadori 

Age (ans) Glycémie Glycorachie Protéinorachie Corps d'Amadori 
(mmolll) (mmolll) (g/l) (UA) 

Témoins jeunes, 
50 (25 h, 25 f) 

27 ± 19.1 5.9 ± 1.6 3.8 ± 0.6 0.3 ± 0.1 2.4 ± 1.3 

Témoins âgés 72 ± 7.3 5.8 ± 1.1 3.8 ± 0.6 0.4 ± 0.1 2.2 ± 0.7 
20 (11 h, 9f) 

MA 79.3 ±7.7 5.8 ±1.4 4.1 ± 1.3 0.4 ± 0.1 3.8 ± 1.7 (1 , 2) 

29 (10 h, 19 f) 

(1) P < 0.0001 par comparaison avec les témoins jeunes 
(2) p < 0.0001 par comparaison avec les témoins âgés 

6-4 Discussion 

Les patients souffrant de MA présentent, d'après notre étude, une augmentation 

significative du taux des corps d'Amadori dans le LCR. L'origine de cette glycosylation 

accrue est discutable. En effet, le taux d'albumine plasmatique glycosylée est relativement 

élevé chez le sujet souffrant de MA (Rivière et al, 1998); l'albumine du LCR provient du 

plasma par diffusion au travers de la banière hémoméningée, ce qui pounait suggérer une 

glycation d'origine plasmatique. En fait la TTR, dont 90 % proviennent des PC (Weisner et 

Krauerz, 1983), est elle aussi glycosylée, suggérant qu ' au moins une partie de cette glycation 

a lieu dans le LCR. D 'autre part, le taux de glycation des différentes protéines du LCR est 

augmenté de façon significative alors que la protéinorachie et la glycorachie sont inchangées, 

ce qui traduit un allongement de la demi-vie de toutes ces protéines et confirme une nette 

diminution du renouvellement du LCR chez ces patients, vraisemblablement secondaire à la 

diminution de sécrétion des PC et à l'augmentation de volume du LCR. 
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Malgré la petite tai lle de nos échanti llons et l'absence de différence significative, il est 

intéressant de noter l' augmentation du taux des corps d'Amadori parallèlement à la sévérité 

de la MA. Ceci peut probablement s'expliquer de la manière suivante: l'atrophie cérébrale 

s'aggrave au cours de l'évolution de la MA et s'accompagne d'un accroissement du volume 

du LCR, engendrant ainsi un ralenti ssement de son renouvellement et donc une accentuation 

des phénomènes de glycation, ce qui en retour augmenterait le stress oxydatif, J'apoptose et 

l'atrophie cérébrale. 

Si le cerveau des sujets âgés conti ent des AGE, celui des patients souffTant de MA en 

contient 3 foi s plus (Münch et al, 1997). Leur augmentation pourrait être due, au moins 

partiellement. à un défaut d 'épuration par le LCR. L'accumulation de corps d'Amadori 

pourrait constituer l'étape initiale de la fonnation de ces produits de glycation. Cet 

accroissement intra-cérébral des AGE semble avoir d'importantes conséquences comme, par 

exemple, l'activation du stress oxydatif, l'agrégation protéique, la diminution ou la perte des 

activités enzymatiques ou l'altéralion des récepteurs. 
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Conclusion de la 3e partie 

Ces deux chapitres pennettcnt quelques remarques: 

-Au cours du vieill issement, la glycorachie, la protéinorachie, les taux de folates et des 

corps d'Amadori restent stables a lors que les taux de transthyrétine augmentent légèrement. 

-La diminution concomittante des fonctions de sécrétion et de transport, et du 

renouvellement du LCR chez le sujet âgé sain ne semble pas compromettre l' homéostasie 

cérébrale. 

Par contre, dans la MA, ] ' association chute des taux de TIR et augmentation des taux 

de protéine p-amyloïde soluble (van Gool et al, 1994) et d'apoE (B lain et al, 1997) pourrait 

favoriser la fibri llofonnation par manque de séquestration de la protéine p-amyloïde. 

Nous ne possédons aucune infonnation sur les fonctions de réabsorption des PC au 

cours du viei lli ssement et de la MA. 

-La chute, dans le LCR, des taux de folates et de vi tamine B 12 (Ikeda et al, 1990) 

suggère une atteinte concommittante de plusieurs fonctions de transport qui pourrait altérer 

l'acheminement d'autres produi ts. Les PC transportent d ' autres molécules qui sont impliquées 

dans différents métabo lismes cérébraux, telles la thiamine, la thyroxine, la vitamine C et 

probablement la vitamine E (Spector, 1977; Fand et McNall y, 1981). 

La thyroxine a pour effet d 'augmenter les taux d'acétylcholi ne cérébrale et a une 

action trophique sur le système nerveux central (Regelson, 1997). Les taux de thyroxine dans 

le LCR de sujets atteint s de MA ne sont pas connus. 

Les taux de vitamine E dans le LCR, le principal capteur lipophile de radicaux libres 

du cerveau , sont abaissés (Toghi et al, 1994; l imenez-l imenez et al, 1997; Schipp ling et a l, 

2000) suggérant que le débit de production est abaissé dans la MA. La vitamine C agit comme 

cofacteur dans la biosynthèse des catécholamines (Grünewald , 1993), c'est également le plus 

important antioxydant hydrophile du LCR (Lonnrot et al, 1996), et, comme les folates, elle 



133 

bénéficie d'un transport actif au niveau des PC (Spector, 1977 et 1981). Les taux 

physiologiques du LCR sont 4 foi s plus élevés que ceux du sérum (Lonnrot et al, 1996). 

Paraskevas et al (1997) ont étudié par chromatographie HPLC les taux de vitamine C chez 17 

patients âgés de 62 ± 7.8 ans el atteints de MA (ces patients sont nettement plus jeunes que les 

nôtres), et n 'ont pas trouvé de différence avec leur séri e témoin âgée de 59.8 ± 12.5 ans. 

Schippling et al (2000) ont également étudié les taux de vitamine C et d'a-tocophérol dans le 

sérum et le LCR de sujets âgés de plus de 60 ans, et ont trouvé une diminution significative 

des taux de vitamine C et une baisse importante mais non significative des taux de vitamine E 

dans le LeR de patients atteints de MA alors que les taux sériques de ces deux vitamines ne 

varient que peu. Du fait de la diminution considérable du tum-over du LCR, il est probable 

qu'il existe en fait une diminution du débit des vitamines C et E. Un tel déficit, 

vraisemblablement secondaire à l'altération des fonctions de transp0l1 des PC, permettrait 

d'expliquer au moins partiellement l' importance du stress oxydatif cérébral chez les patients 

souffrant de MA. L'administration per os de vitamine C et E pendant plusieurs années semble 

d'ailleurs diminuer le risque de MA (Morris et al, 1998). 

-L'augmentation du taux des COlp S d'Amadori dans le LCR, alors que la glycémie, la 

glycorachie et la protéinorachie sont pratiquement identiques, suggère un ra lentissement du 

renouvellement du LCR secondaire à la diminution des fonct ions secrétoires des PC. Cette 

augmentation du taux des corps d'Amadori participe vraisemblablement à la génèse des AGE 

du tissu cérébral et pourrait, de ce fait, par le biais du stress oxydatif favori ser l'apoptose 

neuronale, l' atrophie cérébrale, et ainsi augmenter le vo lume du LCR, d'où ralentissement de 

son !um over ct augmentation des phénomènes de glycat ioll. 
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QUATRIEME PARTIE 

Etude immunologique 
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Chapitre 7 

7-1 Etude des PC avec des anticorps an ti-AGE au cours du vieillissement et de la MA 

Nous avons vu précédemment que la MB épithéliale des PC s'épaississait au cours du 

viei lli ssement, que le stroma fibreux des villosités devenait plus abondant, et que ces 

phénomènes étaient accentués lors de la MA. Cet épaississement des MB chez le sujet âgé est 

un fait déjà rapporté (Xi et al, 1982) mais inexpliqué. Les constituants des MB (laminine, 

fibronectine, collagène de type IV, héparane sulfate protéoglycanne . . . ) sont des molécules à 

longue durée de vie qui de ce fait peuvent être le siège de modifications post- traductionnelles 

et en particulier d 'oxydation ce qui pourrait modifier leurs propriétés physico-chimiques et 

altérer leur renouvellement. 

Les sucres (glucose, fmctose, trioses, et leurs phosphates) peuvent se li er 

spontanément et rapidement à la lysine, à l'arginine et aux radicaux NH2 des protéines pour 

former des corps d'Amadori, puis des produits intermédiaires (l , 3 ou 4-déoxyglucosone) et 

final ement en l' espace de quelques semaines des produits avancés de glycation appelés 

collecti vement AGE (advanced glycation end products). Ces produits semblent jouer un rôle 

important dans les phénomènes de vieilli ssement, et nous avons recherché leur présence en 

immullohistochim ie, au niveau des ME des PC à l'aide d' un anticorps polyclonal. 

7-2 Matériels et méthodes 

Nous avons étudié en immullofluorescence les PC de Il patient s: 

-2 nouveau-nés décédés de mort subite à l' âge de 3 mois, 

- 1 sujet de 48 ans, décédé des suites d' un traumatisme cérébral , 

-2 patients de 66 ans, décédés d ' insuffi sance rénale et respiratoi re, 

-3 pati ents souffrant de MA (1 homme et 2 femmes, âgés de 82, 87, 92 ans) 
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-3 témoins âgés ( 1 homme et 2 femmes âgés de 82, 88, 95 ans), décédés de néoplasme 

prostatique, d'accident vasculaire cérébra l, de démence vasculaire . 

Les prélèvements ont été réalisés selon les mêmes modalités que dans le chapitre 4. 

Nous avons utili sé un anti corps polyc lonal anli -AGE développé chez le lapin à partir de 

BSA (sérum albumine d'origine bovine) fourni gracieusement par H. Bakala. 

Schématiquement, les AGE-BSA ont été obtenus par incubat ion de BSA avec du glucose 

0.5 M en PBS, pendant 60 jours à 37°C dans " obscurité. Le glucose a ensuite été éliminé par 

dialyse et J' albumine native par chromatographie. Les AGE-BSA ont alors été injectés chez le 

lapin avec de l'adjuvant de Freund à JI et 115. A B D, après prélèvement sanguin, les IgG ont 

été isolés sur colonne et purifiés par chromatographie. 

Les incubations avec l'anticorps polyclonal anti-AGE ont été réalisées en chambre 

humide pendant une heure à température ambiante, suivies de 3 rinçages en PBS. Les coupes 

ont été ensuite recouvertes par un anticorps anti -Ig de lapin marqué à la nuorescéi ne (Institut 

Pasteur Production, Marnes, France) pendant une heure, puis rincées 3 foi s en PBS et 

finalement montées en PBS-glycéro l. Elles ont ensuite été examinées en lumière ultravio lette 

à l'aide d ' un microscope Olympus BH-2 (Olympus, Tokyo, Japon), équ ipé du système d 'épi

il lumination de Ploem (Orthoplan Leitz, Leitz, Welzlar, Allemagne). 

7-3 Résultats 

Les PC de nouveau-nés ne présentaient aucun immunomarquage auss i bien au niveau 

des MS, du stroma el de la lumière des vaisseaux. 

Nous avons constaté de même l'absence de fluorescence au Illveau de la MB 

endothéliale chez tous les patients. 
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Chez tous les sujets âgés, qu'ils soient ou non déments, la MB épithéliale était 

nettement immunomarquée par l'anticorps anti-AGE, elle paraissait épaissie (fig. 7-3-b). Ces 

patients présentaient tous des dépôts granuleux d'AGE dans la lumière des vaisseaux. 

Chez le patient de 48 ans, la MB épithéliale n'était le siège d'un inununomarquage 

que sur quelques villosités, elle paraissait fine et régulière. On notait un marquage très net de 

cette MB épithéliale chez seulement l'un des 2 patients âgé de 66 ans. 

Les résultats sont détaillés dans le tableau n° 7-3-a. 

7-3-a Résultats détaillés de l'étude en immunofluorescence des PC avec un anticorps 
polyc1onal anti-AGE. 

PC MB épithéliale MB endothéliale 

Nouveau-nés (2) 

Témoin 48 ans (1) + (segmentaire) 

Témoins 66 ans (2) + (112) 

Témoins âgés (3) ++ (3/3) 

MA (3) ++ (3/3) 

Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de patients. 
Le signe - signifie absence d'immunomarquage. 

Lumière des Stroma 
vaisseaux 

± 

+ (1/2) + (1/2, diffus) 

++ (3/3) + (3/3, diffus) 

++ (3/3) + (3/3, diffus) 



7-3-b Examen en immunifluorescence (grossissement x 400) d'une villosité choroïdienne 
d' un patient soutfrant de MA avec un anticorps polyclonal anti-AGE. Présence d'un 
immunomarquage au niveau de la MB épithéliale. 
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7-5 J)jscussion 

Les anticorps mo noclonaux anti-AGE sont nombreux ct peuvent être subdi visés Cil 

pl usieurs catégories, le groupe J recon naît lt-(carboxymethyl)lysine, le groupe Il reconnaît 

un ou plusieurs épilopes d 'AG E-lysozyme, et le groupe III aucun de ces épi topes (Ikeda et a l, 

1998). Nous avons utili sé un ant icorps polyclonal anti -AGE suscept ible de reconnaître un ou 

plusieurs des épi topes précédents. 

Cette élude en illl l1lunofluorescence confi rme que les MB épithéliale ct endothéliale 

des villosi tés choroïd iennes se comportent différem ment au COUfS du viei ll issement et de la 

MA . La MB endot héli ale s' épaiss it peu et ne présente aucun marquage an ti-AGE, par contre 

la MB épi thé lia le est le siège d ' un il1ll1l unomarquage important chez les sujets âgés qu' ils 

soient ou non déments. Celle dernière paraît épaiss ie de façon homogène alors qu' en 

microscopie électronique clic est très irrégul ière, des agrand issements très différents (400 

versus 10000) expliquent probablement celte discordance. Malgré une épaisseur acc rue de la 

MB épithé liale au cours de la MA, nOLIs n'avons pas constaté de différence entre 

l' imlllunomarquage des MB épi thélia les de sujets atteints de MA et ce lles des témoins du 

même âge. 

NOLIs n' avons pas constaté d ' immullomarquage anti -AGE au Ill veau des PC cie 

nouveau-né, et, chez les témoins de 48 et 66 ans celui de la MS épithél iale choroïdienne 

parait inconstant et moins in tense. Ceci confirme des travaux expéri mentaux réa li sés sur le 

rein de rat qui ont mis en évidence une augmentation du marquage anti -AGE avec le 

vieill issement (Verbeke et al , 1997). 

La dirférence de marq uage anti-AGE au niveau des MI3 d ' un même organe est un fai t 

déjil rapporlé. Par exemple, la MI3 tubulaire de rat âgé contient plus d' AGE que la MB 
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glomérulaire (Verbeke et al, 1997). Plusieurs faits peuvent expliquer cette augmentation du 

marquage anti-AGE au niveau de la ME épithéliale: 

-l' urine primitive cont ient des AGE filtrés par les gloméru les; l'augmentation de 

produits de glycation au niveau de la MB tubulaire pourrait être due à la réabsorpt ion des 

AGE de " urine primitive par les cell ules tubulaires (Verbcke et al, 1997). L'augmentation des 

AGE au niveau de la ME épithéliale des PC pourrait de même être duc aux propriétés de 

réabsorption des cellules épithéliales. 

-celle-ci peut être secondaire à des modifications du métabolisme de cel1aills 

constituants des ME. La glycation du co llagène IV par création de li aisons résistant aux 

protéases, ra lentit son renouvellement, favorise ainsi son accumulation et altère ses propriétés 

ultrastructurales ct fonction nelles provoquant vraisemblablement la protéinurie développée 

chez les rats âgés (Haitoglou et al, 1992). Chez le rat, au niveau de la MB glomérulai re le taux 

des AGE augmente au cours du vieill issement et s'accompagne d ' une baisse concommitante 

des taux de corps d'Amadori , ce qui traduit vraisemblablement un ralentissement du lum-over 

des protéines, une diminution des protéines natives et une réduction des sites pouvant être le 

siége de glycatioll précoce. 

L'absence d'AGE au niveau de la MB endothéliale est vraisemblablement secondaire 

à une composition légèrement di ffé rente. 

Les conséquences qual itatives et quantitatives de ces modifications sur la production 

du LCR nc sont pas connucs. 
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Chapitre 8 

8- 1 Etude des PC avec des lectines marquées 

Les lectines sonl des protéines ou des glycoproté ines, d' orig ine non immune, 

provenant du monde végétal , bactérien ou animal, qui ont la possibilité de se fix er avec une 

grande spécificité sur différents hydrates de ca rbone. Elles présentent au moins deux sites de 

fixation par molécule. Elles sont a insi capables de reconnaître et de se fix er sur certains 

carbohydrates des membranes ce llulaires, des noyaux , du cytoplasme ou des membranes 

basales . Certaines phytoagglulinines (lect ines d 'ori gine végéta le) possèdent des propriétés 

rnitogéniqucs, c'est à dire qu' e lles peuvent activer el favoriser la mitose des lymphocytes. 

Les glycoprotéines des paro is cellulaires sont des structures très complexes qUI 

peuvent être spécifiques d ' un type ce llulai re. C' est ainsi que l' utili sation de RCA (conjuguée 

à la Ouorescé ine) L1ne lectine qui fixe préférentiellement les oligosaccharides se terminant par 

de l'a ou du ~-gal actose, permet de marquer sélectivement la microgli e (Perlmutlcr el al , 

1992); les astrocytes sont marqués par PNA et COllA (Schwechheimer et al, 1984). Les 

oligosaccharides présents il la surface des cellules cancéreuses peuvent être diflë ren ts de ce ux 

rencontrés sur les cellules normales (I-1akamori, 1984). Par exemple, les cellules des 

carc inomes choroïd iens ne fixent pas LFA contra irement aux cellules normales (Kaneko cl al , 

1991), alors que de nouveaux sites de fi xation , varian t d ' un cas à l' aut re, appara issent (UEA

l , SBA, DSA). Ell es pcuvent se fi xer sur des lip ides ou des glycoprotéines très différentes qui 

présentent la même structure g lycosylée. 

N OliS avons réali sé une étude des PC au cours du vieilli ssement et de la MA il l'aide de 

lectines nuorescentes, dans le bu t de dépister des modifications non détectées par les au tres 

méthodes morphologiques ou immullo logiques. 
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8-2 Patients ct Méthodes 

NOlis avons étud ié les PC de 23 patients, sc réparti ssant comlne suit: 

-3 hommes âgés respecti vement de 48, 52 cl 54 ans, décédés des suites d' un 

traumatisme crânien, d ' insuffi sance respiratoire aiguë, le patient âgé de 52 ans présentait un 

syndrome de Down, 

-7 témoi ns âges de plus de 65 ans (4 hOlllmes, 3 fem mes, moyenne d ' âge: 83. 14 ± 6.28 

ans), décedés de néoplasme prostatique, pu lmonaire, d 'accident vascu laire, de démence 

vascu lai re, 

- 13 sujets (5 hommes, 8 remmes~ moyenne d 'âge: 80.84 ± 7.57 ans) présentant une 

MA très évoluée. 

Les PC ont été prélevés suivant les modalités décrites dans le chapilre 4. Nous avons 

uti li sé 15 lectines fluorescentes commerciali sées (Vecte r, Burlingame, CA). Leurs propriétés 

de fi xat ion sont décrites dans le tableau nO 8-3. 

L'étude en imlllullofluorescence a été faite de la manière sui vante: réali sation au 

cryostat à - 30°, de coupes de 4 pm d ' épaisseur, qui ont ensuite été recueillies sur des lames 

de verre, séchées el fix ées par un passage de 45 secondes dans un rouI' il ll1 icro·ondes. Une 

goutte de lectines marquées cl la fluorescé ine, diluée au 1/500c e n PBS, ont ensuite été 

déposée sur chaque coupe. Après incubation d ' une heure il température ambiante. en chambre 

humide, les coupes ont été rincées tro is foi s dans du PBS pu is montées cn PBS·glycérol. Les 

coupes on t ensuitc été examinées sous lumière ultravio lette à J'a ide d'un microscope Olympus 

131-(·2 (Olympus, Tokyo. Japon) équipés avec le systèmc d'épi-illumination P(oelll (Orthoplan 

Lcitz; LcilZ, Wetzlar, A llemagne). 



8-3 Propriétés de fixation des 15 lectines utilisées 

N° Origine Acronyme Spécificité glucidique 

1 Lens culinaris LCA a-D Man 

2 Ulex Europeanus UEA a-L fucose 

3 Pisum sativum PSA a-D Man 

4 Artocarpus heterophilus Jacalin aGal 

5 Triticum vulgare WGA Acide sialique, GlcNAc, Neu5Ac 

6 Arachis hypogea PNA aGal, ~Gal, ~Gall-3GaINAc 

7 Dolichos biflorus DBA aGalNAc, GalNAc al-3GalNAc 

8 Concanavalia ensiformis ConA a-D Man, a-D-Gle, GlcNAc 

9 Bandereia simplicifolia BSA aGal 

10 Glycine maximus SBA a et ~GaINAc, a et ~Gal 

11 Phaseolus vulgaris PHA-E ~Gal, GleNAc 
( erythroagglutinin) 

12 Phaseolous PHA-L ~Gal, GleNAc 
vulgaris 
(leucoagglutinin) 

13 Ricinus communis RCA ~Gal, aGal, GalNAc 

14 Sophora japonica SJA a et ~GaINAc, a et ~Gal 

15 Triticum vulgare SuccWGA GlcNAc 

Gal: galactose; Glc: glucose; Man: mannose; NeuAc: acide neuraminique acétylé; 
(Gal-Gle)Nac: N-acétyl(galact-gluc)osamine 

D'après McMahon et al (1989), Mann et al (1991), Kaneko et al (1991). 
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8-4 Résultats 

Chez les témoins de IllOIllS de 60 ans, les noyaux des cellules épithéliales sont 

essentiellemenlmarqués par UEA (2/3), BSA (3/3), SJA (2/3), snccWGA (2/3). 

Chez les témoins âgés les noyaux des cellules épithéliales sont marqués par UEA 

(2/7), DBA (4/7), BSA (4/7), SJA (4/7), succWGA (3/7) et chez les patients souffrant de MA 

par UEA (7/13), DBA (8113), BSA (9113), SJA (10113), succWGA (7/13). 

L'endothélium des vaisseaux présente une fluorescence ponctuée très particu li ère chez 

tous les patients avec SBA. 

ConA se fixe sur le cytoplasme des cellules épithéliales des témoins d'âge moyen 

(2/3) et de tous les sujets âgés qu'ils soient ou non déments. Chez les sujets âgés témoins ou 

souffranl de MA, le cytoplasme est marqué par LCA(4/7 el 7/13), PSA (1/7 et 4/13), WGA 

(4/7 et 6113), DBA (2/7 et 5/13), BSA (3/7 et 5113), PHA-E (417 et 511 3), PHA-L (217 et 4/ 13) 

(fig.8-4-1). Les limites cellulaires sont marquées par PSA, WGA, ConA, PHA-E, et PHA-L 

chez tous les patients. 

Les membranes basales épithéliales et endothéliales sont constamment marquées par 

LCA ct PSA (fig.8-4-2). Chez les témoins jeunes la ME épithéliale n'est jamais marquée par 

Jacalin et WGA, alors qu'elle est bien visuali sée chez les témoins âgés (617) el chez les 

patients souffrant de MA (1 1/13) avec ces deux lectines. Il n'y a aucun marquage 

membranaire avec PNA, DBA, SBA, SJA. 

Les résultats sont détaillés dans le tableau 8-5 



8-4-1 Examen cn immuilofluorescence (grossissement x 400) de PC de patient soufl'rant de 
MA après incubation avec PliA E. Les MB épithél iales el endothéliales sont marquées dt" 
même que le cytoplasme des cel lules épi thClialcs alors que les noyaux ne Je sont pas. 

S-4-2 Examen en il11l11unonuorescence (grossissement x 400) de PC de paticnI souffrant de 
MA après incubat ion avec LCA. Les MB épithél iales ~t endothél iales sont bien 
indi vidualisées alors que les ce llules épithéliales Ile le sont pas. 
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8-5 Tableau de l'ensemble des résultats obtenus avec les lectines marquées 

Lectines Noyaux Cytoplasme Limites MB MB 
cellulaires épithéliale endothéliale 

TJ TA MA TJ TA MA TJ TA MA TJ TA MA TJ TA MA 
(3) (7) (13) (3) (7) (13) (3) (7) (13) (3) (7) (13) (3) . (7) (13) 

LCA 4 7 3 7 13 3 7 13 

UEA 2 2 7 2 2 

PSA 1 1 1 4 3 7 13 3 7 13 3 7 13 

Jacalin 1 2 2 1 6 11 6 11 

WGA 4 6 3 7 13 6 11 6 Il 

PNA 1 2 2 1 

DBA 1 4 8 2 5 

ConA 2 7 13 3 7 13 

BSA 3 4 9 3 5 2 6 10 3 6 9 

SBA 1 1 

PHA-E 3 4 5 3 7 13 3 7 13 3 7 13 

PHA-L 2 4 3 7 13 2 5 9 2 5 9 

RCA 2 1 

SJA 2 4 10 1 

SuWGA 2 3 7 1 

TJ (3): 3 témoins jeunes; TA (7): 7 témoins âgés; MA (13): 13 patients atteints de MA. 
Les chiffres indiquent le nombre de patients positifs dans chaque groupe. Le signe - signifie 
absence de marquage par les lectines. 
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8-6 Commentaires 

Nos résultats chez les témoins d 'âge moyen eL les sujets âgés confirment cCt1aines 

dOlmées de la littérature. Les cellu les épithéli ales des plexus choroïdes sont normalement 

marquées par ConA dès la huitième semaine de gestation el à l' âge adulte (Kasper et al, 1987; 

Kaneko el al, 1991 ). Les cellules épithéliales sont théoriquement marquées par ReA et suce 

WGA (Kaneko et al, 1991); nous ne pouvons confinner ce fait , en raison vraisemblablement 

des modalités différentes de préparation des coupes. En effet, Kaneko et coJlaborateurs ont 

utili sé des coupes fixées dans la fonnaline et incluses dans la paraffine, alors que nous avons 

travaillé sur coupes congelées. 

Au cours du vieillissement les cell ules épithéliales s'atrophient et leurs propriétés de 

synthèse, de transport ou de réabsorption sont modifiées. Ces différences morphologiques et 

fonctionnelles pourraient se traduire par l'acquisition ou la perte de sites de fi xation des 

lectines. Effecti vement. de nombreux sites apparaissent occasionnellement dans le cytoplasme 

pOllf les lectines LCA, VEA, PSA, Jacalin, WGA, DB A, BSA, PHA-E, PHA-L, RCA. Ceci 

est en faveur d ' une surcharge importante mais inconstante en a-mannose, a-glucosc, a et 13-

galactose, N-acetyl-galactosamÎne, N-acétyl-glucosamine. Néanmoins, il n ' y a pas de 

di ffé rence de marquage entre les sujets âgés témoins et les patients atteints de MA malgré 

l'accentuat ion de l'atroph ie épithéliale dans ce demier cas. 

Les noyaux sont fréquemment marqués par OSA, BSA, SJA, succWGA. Nous 

n 'avons pas constaté de différence dans le marq uage des limites cellulaires au cours du 

vieillissement . 

L 'épaississement des MS est un phénomène fréquemment rencontré au cours du 

vieilli ssement (Xi et al, 1982), notamment ,lU niveau de la MB épithéliale des PC (Serot et al, 

1997). Cet épaississement est part iculi èrement conséquent lors de la MA à début tardi f. En 

fait , seuls les marquages avec les lectines Jacalill et WGA révèlent une di ffé rence entre les 
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MB épithélia le ct endothéliale des sujets jeunes (respect ivement 0/3 ct 0/3) et celles des sujets 

âgés déments (1011 3 et 11113) ou non (6/7 et 617) . Ceci traduit un enrichi ssement cn 0.

galactose et en N-acétyl-glucosaminc. 

Cette étude montre que le marquage par des lectines évolue avec l' âge. et, est 

caractérisé par l'apparition de nouveaux sites de fi xation aussi bien au niveau de l'épithé lium 

que des MB épithéliales ou endothéliales. Il n'y a aucune anomalie spécifique de la MA. 

Ces modifications sont à rapprocher des phénomènes de glycation rapPol1és dans le 

chapitre précédent. 
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Chapitre 9 

9-1 Les Phénomènes Immunitaires 

Des auto-anticorps à des taux signi ficat ivement élevés sont fréquemment rencontrés 

chez le sujet âgé sain alors que de façon paradoxale la réponse aux néoantigènes est dim inuée 

(proust et al, 1994). Plus de 30 % des suj ets de plus de 70 ans présentent un ou plusieurs auto

anticorps séri ques (Lapez et al, 1992). Les sujets âgés sains présentent ai nsi fréquemment des 

auto-anticorps dirigés contre des éléments non neu rologiques tels que les antigènes nucléaires, 

les cellules musculaires lisses, la thyroglobuline, les facteurs rhumatoïdes (Lopez et al, 1992) 

et contre des éléments appartenant au système nerveux central tels que les ce ll ules de 

l' hippocampe (Loeffler et al 1997), les neurofilaments (Soussan et al, 1994) , la GFAP (glial 

fib rill ary acidic protein) (Mecocci et al, 1995). 

Au cours de la MA, la présence de nombreux auto-anticorps a été également rapportée 

dans le sérum ou le LCR; il s'agit d'anticorps: 

-anti-cellules cérébrales (en iml11ul1ofluorescence, sur coupe de cerveau de rat, le 

sérum des patients atteints de MA reconnaît les neurones de l'h ippocampe ct du 

putamen alors que celui des témoins ne les reconnaît pas, Fill it et al, 1985), 

-anti -neurones cholinergiques (McRae et Dahlstrom, 1992), 

-an ti-histones (Mecocci et al, 1993), 

-an1i-S 1 00 (Mecocci et al, 1995), 

-anti-cellules à pro lactine (Pouplard. 1983). 

-anti-cellules microgliales (McRae el al, 1996), 

-anti -astrocytes (Kingsley et al. 1988), 

-anti-MBP (myel in basic proteÎn; Singh et al, J 992), 

-anti-DN F (Kings ley el al, 1988), 
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-anti-protéine p-amyloïcle (Gaskin et Fu, 1992), 

-anti-PS et anti-DNF (Gaskin ct Fu, 1992), 

-anti -MB des capillaires cérébraux (Fi ll it et al, 1987). 

Aucun de ces anticorps n'est spécifique de la MA et toutes les tentatives pour 

découvrir un tel auto-anticorps se sont soldées par un échec (Lopez et al, 1992). 

Les PC constituent une interface qu i pourrait être le siège de phénomènes 

immunitaires comme le sont les reins dans certaines affections. Nous avons donc réalisé 

plusieurs études pour rechercher la présence d'anticorps antÎ-PC dans le sérum de patients 

souffrant de MA, el sur des PC prélevés en posl mOJ1em chez des patients souffrant de MA. 

9-2 Etude en inununotluorescence indirecte sur PC 

9-2-a Matédels ct Méthodes 

Des échantillons de sérum provenant de deux groupes de patients ont été testés: 

Groupe 1: 40 patients provenant du service de Long Séjour de Mont-Saint Martin 

(moyenne d'âge: 85.08 ± 5.28 ans, de 74 à 94 ans; 8 hommes, 32 femmes) présentant tous, les 

critères NlNCDS-ADRDA de MA probable (dans tous les cas il s'agissait d'u n synd rome 

démentiel fort évo lué). 

G roupe 2: f0I111anlla séri e contrôle el comprenant 20 patients appariés pour l' âge et le 

sexe (8 1.4 ± 5.48 ans, de 75 à 90 ans; 4 hommes, 16 femmes). Tous avaient des fonctions 

supérieures considérées comme normales. 

Le sénull de chaque ind ividu après prélèvement a été aliquoté, congelé puis acheminé 

au laboratoi re d ' Immunologie et stocké à - 30Q jusqu'à son ut ili sation. 

Nous avons uti li sé comme substrat des PC animaux el humains. Les PC an imaux ont 

été pré levés chez des rats mâles Wistar selon le protocole sui vant: après anesthésie à l'éther, 

rupture des vertèbres cervica les puis décapitation et finalement dissection du cerveau. Les PC 
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prélevés en l'espace de quelques mi nutes ont été immédiatement stockés il _800 j usqu 'à leuf 

uti lisation. Nous avons également eu recours à des PC humains prélevés sur un produit 

d 'avortement (23 semaines après la conception), les PC ont dans cc cas été cond itionnés 

comme precédemment. 

L'étude en Îmmunofl uo rescence a été réalisée de la manière suivante: à parti r des PC 

congelés, réa lisation sur un cryostat il _300 de coupes de 4 )lm d 'épa isseur, recueill ies sur des 

lames de vcn e, puis séchées el fi xées par un passage de 45 secondes dans un fo ur à micro

ondes. La première coupe de chaq ue série a été co lorée au bleu de to luid ine pour examen 

histolog ique d'orientatioll . Dans tous les cas, les structures vasculaires Cl épithélia les éta ient 

parrai tement vis ibles. 

Les échantillons de séru m ont ele d il ues au 11I6c dans du PBS (phosphate buITered 

sa line), puis déposés sur les coupes de PC précédemment décrites, pendant 30 minutes à 

température ambiante en chambre humide. L' incubation a été sui vie de trois ri nçages dans du 

PBS, puis les coupes ont été recouvertes par des immunoglob ines de lapin an ti -lgG, IgA, o u 

IgM humaines conj uguées à la FITC (Ouorcscein isothiocyanate) (Biosys, Compiègne, 

France). Cette seconde incubation a été sui vie de tro is nouveaux rinçages cl ans cl u PBS, pu is 

les coupes ont été montées e n PBS-glycéro l. 

L'examen des coupes a été réalisé en aveugle par deux examinateurs d irrérents, à 

l' aide de microscopes munis du système d 'épi-illumination Ploelll (Olympus 13 1-1 2, Tokyo. 

Japon; Leilz Orthoplan, Wc ilzlar, Allemagne). 

La présence d ' autoantÎeorps anti -nucléa ires, anti-musclcs lisses, ant i-mitocho ndries a 

été recherchée se lon la même technique d ' Îmmuilo nuo rescence, sur coupes congelées de re in 

de souri s, ct la présence d'autoant icorps anl i-M B SUI' coupes de pcau, de pOUillon, de rein ct 

de cerveau humains. Enfin , lm lest ELISA pour détecter l'éventuelle présence d 'anti corps 
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anti-collagène IV spécifiques du syndrome de Goodpasture a été réali sé, à J'aide d ' un kit du 

cOlllmerce (Biocarb, Lund, Sweden) . 

9-2-b Résu lta ts 

L'étude en il11l11unofluorescence ind irecte a mis en évidence des dépôts linéaires 

(fig.9-2-c) le long de la membrane basale épithéliale des PC de rat avec le sérum de 17 

patients atteints de MA (42 %) et d' un témoin (5 %), cette différence étant signi ficati ve 

(p < 0.001). Dans 5 cas les dépôts étaient peu marqués ct relativement fragmentés, ils 

n'étaient cependant jamais granuleux et présentaient un aspect semblable à celui constaté sur 

la membrane basale rénale glomérulaire lors du syndrome de Goodpasture ou à celu i 

rencontré sur la membrane basale cutanée lors des pemphigoïdes bulleuses. 

En ut ili sant les PC de fœtus humain, treize de ces 17 échantillons séri ques donnaient le 

même type de fluorescence au ni veau de la MB épithéliale, par contre avec les quatre autres 

échantillons la MB épithéliale n 'était le siège d ' allcun immunomarquage. De même il n 'y 

avait aucun Îmmunomarquage avec le sérum du témoin positif sur PC de rat. 

C inq patients et un témoin présentaient des ant icorps anti -Ilucléaires. 

La recherche d ' autres anticorps, en part iculi er d'ant icorps anl i-neurone, anti-MB 

glomérulaire, tubulaire ou pulmonaire s'est avérée négative. Le test ELISA pour détecter des 

anti corps ant i-collagène IV étai t négatif. 



9~2~c Etude cn imrnunoflllorescence indirecte d' une villosité de PC de rat après incuhation 
avec du sérum de patient souffrant de MA. Présence de dépôts d' Ig le long de la MB 
épithéliale. 



9-3 Etude de PC humains 

9-3-a Matériels ct Méthodes 
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Nous avons étudié les PC de 30 patients, 2 1 d 'entre eux ayant éga lement béné ficié de 

J'étude morphométrique rapportée dans le chapi tre 4: 

- 1 foetus de 24 semaines, 

- 1 nouveau-né de 3 mois, décédé de mort sub ite, 

-3 témoins de moins de 60 ans (3 hommes âgés de 46, 48 el 52 ans). Le patient âgé de 

52 ans présentait un syndrome de Dawn, les deux autres sonl décédés d ' insuffi sance 

respiratoire aiguë ct des suites cl ' un traumatisme crânien, 

- 10 témoins âgés de plus de 60 ans: 3 hommes, 7 femmes (moyenne d ' âge: 83 .6 ± 

9.03), 4 démences vasculaires (3 femmes et 1 homme respectivement âgés de 96, 95, 

95 et 86 ans). 6 patients aux fonctions supéri eures nonnales (3 hommes et 3 femmes; 

66, 69,82, 86, 85, 88 ans) décédés d ' infection pulmonaire, d ' insuffi sance rénale, de 

cancers prostatique, colique ou pulmonaire, d ' accident vascu laire cérébral , 

-15 patients présentant une MA probable très évoluée selon les 'Critères NINCD S

ADRDA: 3 hommes ct 12 femmes (moyenne d'âge: 86.66 ± 6.34 ans). 

Les PC ont été prélevès selon la technique exposée dans le chapitre 4. L'étude des PC 

en iml11unofluorescence a été réa li sée avec des anti corps polyclonaux de lapin, conjugués à la 

fluorescé ine, anti IgG, IgA, IgM, C I q, C3 el fibr inogène humain (Dako , Glostrup, 

Danemark), allti -fibrillonectine (Atlant ic Antibodies, Stillwater, MN), Elle a été complétée 

par une étude en immunofluorescence indi recte de la lamininc des MB à l' aide d ' anti corps de 

lapin anti -Iaminine humaine (Set'otec, Oxford, Angleterre) avec utilisation d ' anticorps anti tg 

de lapin conjugués à l' isothiocyanate de fluorescéine (Institut Pasteur Productions, Marnes, 

France) comme deuxième réactif. La recherche de PS et de DNF dans le ti ssu cérébral a été 
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réali sée à J'aide d ' anticorps monoc lonaux anli p-amyloïdc (Dako, Glostrup, Danemark) ct an li 

tau 1 (Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim, Allemagne) et d ' anti corps po lyclollCUlx 

de lapin anti Ig de souris cOJ~ugués fi l'i soth iocyanatc de Ouorescé ine (Duko, Glostrup, 

Danemark). 

Toutes les incubatio ns ont cu li eu à température ambiante en chambre humide pendant 

30 mil avec les anticorps po lyclonaux el pendant 60 mil avec les anti co rps monoclonaux, 

suivies de 3 lavages en PBS. Après immunomarquagc les coupes o nt été monlées en PBS

glycéroJ et examinées sous lumière ultravio lette à l'aide d ' un microscope Olympus 131-1 -2 

(Olympus, Tokyo, Japon) équipés avec le système d 'épi-illumination Plocm (Orthoplan Le itz; 

Le itz, Welzlar, Allemagne). 

9-3-b Résu ltats 

Etu de en immunofluorcsccncc du parenchyme cérébra l 

'l'OtiS les patients souffrant de MA présentaient de nombreuses PS (plus de 55/111111 2) et 

DNF (plus de 5/mm2
) dans le néocortex temporal , pariétal et rrontal con lï rman t qu ' il s 

souffraient de MA délïnie selon les cri tères du CERAD (Consortium to Etablisb a Rcgistry 

ror Alzhe imer' s di sease~ Mina et al , 1991). Quatre d 'entre eux présentaient en out re 

d' importantes séquell es de ramolli ssement cérébra l en faveur d ' une démence mixte . Avec la 

technique d ' irnlllunoOuorcsccllce utili sée, les lésions vasculaires microscopiques ne sont pas 

visuali sées, il est vraisemblable que plusieurs pati ents classés dans le gro upe MA préselltaiellt 

en rail une démence mixte. 

Nous n' avons pas retrou vé de PS chez les témoins âgés de 46 el 48 ans; par contre le 

patient souFFrant de syndrome de Down présenta it de nombreuses PS (75/1111112) el DNr 

(7/l11 m2
). L' examen d u néoco rlex des six témoins âgés non détéri orés montrait de rmes PS et 

moins de 1 DNF par 111m
2

. Les quatre démences vasculaires présentaient un ou plusieurs 
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foyers de ramo ll issement associés dans lIll cas à de nombreuses PS de type diffus dans le lobe 

temporal, ces quatre sujets n'avaient dans leur néocortex que de très rares DNF confinnant 

ainsi l'absence de MA assoc iée. 

Aspect macroscopique des PC 

L'examen des PC, lors de l'autopsie, a révélé la présence de kystes chez 6 témoins 

âgés et chez IOdes patients souffrant de MA. Les sujets plus j eunes ne présentaient pas de 

kyste à ce niveau. L'aspect macroscopique des PC n'étai t pathognomonique d 'aucune 

pathologie précise. 

L'examen cn microscopie optique révélait des villos ités avec un stroma pratiquement virtuel 

chez le nouveau-né, fin chez les témoins d'âge moyen, épaissi chez les témoins âgés et chez 

les patients atteints de MA. Tous les sujets âgés, déments ou non, présen taient de nombreux 

psammomes et calcifications mais pas d'infi ltrat inflammatoi re ou lymphoïde. Les cell ules 

épithéliales contenaien t des vacuoles de lipofuchsine auto~fll1orescentes en grande quantité 

chez tous les sujets âgés et en quantité moindre chez les sujets d' âge moyen en par1iculi er 

chez le patient mongol ien. 

Etude Cil immullofluorescelicc des PC 

Les PC de 12 patients atteints de MA présentaient des dépôts li néaires d ' IgG 

segmentaires ou diffus plus ou moins intenses au niveau de la ME épithéliale (fig. 9-3~b~ 1) . 

Sept de ces sujets possédaient également des dépôts linéa ires ct ' IgM le long de la MB 

épithélia le. 

Sept patients présentaient des dépôts endovasculaires d' JgM. Quatre sujets avaient des 

dépôts endovasculaires d'IgA. Il malades présentaient éga lement une fluorescence di ffuse du 

stroma avec les anticorps anti~C 1 q associée dans cinq cas à un net renforcement sous la MS 

épithéliale (fig. 9-3~b-2). Deux malades présenta ien t des dépôts de C3 de faible intensité dans 

le stroma. Le stroma vi llositai rc, dans 12 cas, montrait une fluorescence di ffuse avec les 
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anticorps 3nti -fibrÎnc associée à un renforcement sous basal dans 7 cas. La MB épi théliale 

était épaissie et irrégulière chez 14 patients atteints de MA avec les anti corps anti-fib ronectillc 

et anti-Iaminine. Dans 8 cas le marquage paraissait fragmenté. 

Chez le nouveau-né, il n 'y avait aucun dépôt d ' lgG, 19A, 19M. C lq, C3 ni de fibrine. 

La ME épithéliale paraissait fine et régulière, de même que chez le foe tus. Des constatations 

identiques été faites chez les troi s témoins d 'âge moyen avec néanmoins dans un cas des 

dépôts endovasculaires d 'lgM el dans un autre de fibrin e dans le stroma villositaire. 

La MB épithéliale était fine et régulière chez ces troi s patients avec les anti corps anti

fibronectine et allti -Iaminine, en particulier chez Je patient tri somique. 

Aucun des 10 témoins âgés ne présentaient de dépôts d ' IgG ou d' IgA le long de la ME 

épithéliale. Quatre avaient des dépôts granu leux d ' ]gM endovasculai res . Il existait une 

fluorescence di ffuse du stroma avec les anticorps anti-C lq dans 2 cas, avec les anticorps anti

fibrine dans 2 cas. Avec les anticorps anti -fib ronectine et anli-Iaminine, la MB épithéli ale 

paraissait fine et régulière chez 6 pati ents notanunent chez ceux âgés de 66 et 69 ans, épaissie 

et irrégulière avec présence de microruptures dans 4 cas. 

Les résultats sont détaill és dans le tableau 9-3-c. 



9·3·b·l Etude en Immunofluorescence de PC de sujet souffrant de MA. Présence de 
dépôts d'IgG le long de la MB épithéliale (Dèches). 

9·3·b-2 Etude en Immunofluorescence de PC de sujet souffrant de MA à J'aide 
d'anticorps anti-Clq. fluorescence diffuse du stroma avec renforcement au niveau de Ja MB 
épithéliale (Dèches). 



9-3-c Tableau 

Résultats détaillés de l'étude en immullofluorcscellcc des PC humains 

Diagnostic Patient # Sexe Age IgG IgA 
Fœtus 1 (/) M 24 sem 
Nouveau-lié 2 (3) M 025 

Témoins jeunes 
Hémiplégie p. !T. 3 (4) M 48 
Ins. Respiratoire 4 M 46 
Synd. Down 5 M 52 

Témoins âgés 
Ins. Respiratoi re. 6 M 66 
1115. Réna le 7 M 69 
Cancer prostatique 8 (5) M 82 ± 
Cancer colique 9 (6) F 86 
Cancer pulmonaire 10 (7) F 85 
AVC Il (8) F 88 
DV 12 (9) F 96 
DV 13(/0) M 86 
DV 14 (1/) F 95 
DV 15 (/2) F 95 

Mal. d'Alzheimer 
MA 16(/3) M 82 ++ Ev 
MA t7 (/4) F 82 +++ Ev 
MA 18(/5) F 87 +++ 
MA 19 (/6) F 73 + 

MA 20 (/7) M 83 
MA 2 1 (/8) M 89 +++ 
MA 22 (/9) F 77 
DM 23 (20) F 84 +++ 
DM 24(21) F 93 Ev 
MA 25 (22) F 92 ++ 
MA 26 F 97 +++ ± 
DM 27 F 87 ++ 
DM 28 F 87 +++ 
MA 29 F 85 +++ 
MA 30 F 92 +++ 

MA: Maladie d'A lzheimer DM: démence mixte 
r: MU épithéliale régulière rll : mpturcs de la MD épithéliale 
é: MB épithéliale épaissie cv: dépôts endovasculaircs 
+(cv): dépôts le long de la MB épithéliale (ct endovasculaires) 
(II): nllméro d'ordre dmls le tableau"o 4-3-c. 
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9-4 I~cchcrchc d' anticorps sériques anti-MB de PC il l'a ide d'un test ELISA 

L'étude en imll1unofluorescence indi recte sur PC de rai <l mis en évidence des 

anticorps anti -MB de PC chez 42 % des patients alteints de MA, cc trava il a été confirmé par 

la découverte d ' Ig le long de la MB épithéliale des PC prélevés en post-morlcm c hez 80 % 

des patients souffrant de cette affection. Nous avons réal isé un test ELI SA pour rechercher de 

te ls anticorps chez les patients déments et éventue llement développer un sérodiagnostic. 

9-4-11 Préparation de l'extra it protéique. 

NOlis avons utili sé un fragment de PC provenant d'u n patient non dément âgé de 69 

ans (patient n° 7, tableau 9-3-c). Une foi s pré levé le PC a été transporté dans l'azote liquide 

au laboratoire d' Imm unologie, puis stocké à _80°. Après décongélation à température 

ambia nte, le PC a été pesé et transféré dans un Potter en verre réfri géré sur g lace et contenant 

1 ml de tampon d' extraction protéique (Tris I-ICI 0. 1 %, déoxycholate 4 %, Nonidet P-40 2.5 

%, Triton X-JOO 2.5 %, sodium dodecyl sulfate 1 %, azide de sodium 0.0 1 %, phényl méthyl 

sulfox ide 0.05 M) pui s broyé. L'ex tra it, déposé dans un tube à hémolyse réfri gé ré a bénéfic ié 

d ' une utlrason icati on il 40 wall s pendan t une minute (pour év iter que les protéines n 'adhèrent 

à la paroi). Ensuite le tube a été placé sur un agi tateur rotatif lent, à 4° C, pendant 18 heures, 

puis centrifugé, à 4° C, pendant L1ne Yz heure à 40 000 g. La concentration protéique a été 

éva luée sur le surnageant recueilli , en spectromét ri e il fluorescence (280 1lI11). 

Un prem ier aliquote a été réalisé po ur étude en é lectrophorèse ct le reste lyophili sé 

pUIS conservé à 4° C en attendant la mise en œuvre ultérieure d ' ulle chromatographie à 

interaction hydrophobe pour é limi ner les déterge nts, SUI Vie d 'un nouveau passage en 

spectrométrie pour évaluer la concentration protéique, puis d ' une lyophili sat ion et fi na lement 

d ' un aliq uotage. 
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Ce deux ième aliquote a été conservé à - 200 C jusqu'à reconstitution , avec de l' cau 

di still ée, d ' une solution présentant une concent rat ion proté ique d ' 1 gll. Après adjonction d ' un 

mg de protéine G couplée à des bi lles de sépharose afin d 'éliminer les Ig, la solu tion a été 

placée pendant 4 heures à 4° C sur un agi tateur rotatif puis centrifugée pendant 10 mn à 4° C 

el à 2500 lours/mll. Le surnageant a ensui te été prélevé et a liquoté à raison de 1 00 ~lg/t ubc. 

9-4-b Sélection des patients. 

Nous avons uti li sé le sérum de 83 patients, provenant de l' Hôtel -Dieu de Mont Saint

Mart in, subdi visés en deux sous-groupes : 

43 pa tien ts souffrant de MA sélectionnés suivant les critères N INCDS-ADRDA (9 

hom mes, 34 femmes, moyenne d'âge: 83.83 ± 7.94 ans). Ces pat ients présentaient un score au 

test de Fo iste in s'échelonnant entre 5 ct 25 . 

40 sujets té moins présentant tous un score au test de Folstein > 25 (15 hommes, 25 

femmes, moyenne d 'âge: 77.5 ± 6,4 ans). 

9-4-c Iléa lisa tion du lest ELISA 

Les puits de la plaque de micro-lilration (Nunc Maxisorp, Roskilde, Danemark) ont été 

incubés d ' ext raits de PC (100 Mg dil ués dans la ml soit 1 ~lg/p u i LS) pendant 18 heures à 4° C. 

Après tro is rinçages en PBS, les s ites de la plaque non occupés ont été saturés par incubation 

avec une so lution de lait en poudre à 5 % pendan t une heure, il température ambiante. Après 

rinçage, les sérums des pat ien ts dil ues au 1I100e en PBS y ont été mis en incubation pendant 2 

heures. Après 3 nouveaux ri nçages, des anticorps po lyclonaux de lapin anti -lgG, all ti-l gA, 

311ti- IgM humai nes marqués à la peroxydase ont été déposés dans les puits. La révé lation a été 

assurée avec 100 ~I I/pu i ts d ' une so lution extemporanéc d ' Ort ho Phénylèlle Diaminc (OPD, 
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Sigma) et d 'H20 2 (6 mg125 f-tl dans 12 ml de tampon phosphate-acide citrique (0.1 M, pH = 

5.5). 

Avec cette technique, la coloration apparaît en quelques minutes et la réaction 

enzymatique est stoppée par adjonction de 50 f-tl d'acide sulfurique 2N. L'adsorbance de 

chaque puits a été mesurée à 492 mTI à l'aide d'un spectromètre Titer Multiskan Plus (Lab. 

System, Helsinki, Finlande). Les résultats ont d'abord été évalués en densité optique (DO). 

Un calibrateur a également été testé et a permis d'exprimer les résultats individuels en UA 

(ratio de la DO de l'échantillon/DO du calibrateur). Les résultats globaux ont été exprimés 

sous forme de moyenne ± écart-type et l'analyse statistique a utilisé le test t de Student. 

9-4-d Itésultats 

Les résultats sont résumés dans les tableaux 9-4-d-1 et 9-4-d-2: 

Les taux moyens d'lgG anti-extraits de PC étaient significativement plus élevés chez 

les patients atteints de MA (77 ± 31 UA) que chez les témoins (53 ± 18 UA; P < 0.0001). 

Les taux moyens d 'lgA n'étaient pas significativement différents dans les deux séries 

(85 ± 100 UA chez les patients souffrant de MA, 61 ± 48 UA chez les témoins; p = 0.18). 

De même les taux moyens d' lgM n'étaient pas significativement différents dans les 

deux groupes (41 ± 27 UA chez les sujets atteints de MA et 36 ± 18 UA chez les témoins; p = 

0.27). 

9-4-d-l 

IgG 
IgA 
IgM 

Résultats globaux du test ELISA 

Témoins 
(DO témoinslDO calibrateur).1 02 

53 ± 18 
61 ± 48 
36 ± 18 

Alzheimer 
(DO MA/DO calibrateur) .1 02 

77±31(1) 

85 ± 100 
41 ± 27 

(1) valeurs moyennes supérieures à celles du groupe témoin; p < 0.0001 
DO densité optique 

p 

< 0.0001 
= 0.18 
= 0.27 



9-4-d-2 Test ELISA, répartition du taux des anticorps an ti-extraits de PC en 
fonction des classes d'Ig (UA). 
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9-5 Discussion 

Ces études confinnent l'existence d'autoanticorps anti-nucléaires dans le sérum de 

12.5 % des pati ents souffrant de MA et démontrent la présence d'anticorps sériques anti -MB 

épithélia le des PC chez 42 % des sujets atteints de MA testés et chez seulement un des sujets 

témoins (5 %) qui est d'ai ll eurs décédé 5 ans plus tard dans un tableau démentiel (patient nO 

26 du tableau 9-3-c). L'étude en Îmmullofluorescence des PC de ce patient a démontré la 

présence de dépôts d'lgG le long de la MS épithéliale. La technique d'immunofluoresccl1ce 

indirecte utili sée dans ce travail est relativement simple dans la mesure où le substrat est 

di sponible. Sa sensibil ité est variable, en effet dans d'au tres pathologies impliquant des 

anticorps anti~MB comme la glomérulonéphrite médiée par les anticorps ant i ~MB (McPhaul 

ct Mu ll in, 1976) ou le syndrome de Goodpasture (Wilson et DixOIl, 1972) la sensibili té 

rappol1ée dans la littérature varie de 24 à 87 %. 

L'étude en immunofl uorescence des PC prélevés en post l110rtem démontre que 80 % 

des patients souffrant de MA possèdent des dépôts d 'IgG, d 'IgM et éventuellement de CI q le 

long de la MB épithéliale, alors qu'i l n'existe aucun dépôt d ' lg à ce niveau chez les témoi ns 

âgés qu 'i ls soient ou 110 n atteints de démence vasculaire. 

Ces résu ltats sont confirmés par le test ELISA qui mel en évidence une augmentation 

significative des taux d'anticorps anti ~extTai ts de PC de classe IgG chez les patients souffrant 

de MA (p < 0.000 1). 

Les ME sont des structures complexes contenant dcs macromolécules tell es que 

collagène IV, laminine, héparane sulfate protéoglycannes. Leur composition varie suÎvanlles 

organes, ce qui modifie leurs propriétés immunologiques. Testé sur des coupes de cerveau de 

hamster, un anticorps monoclonal anti-gag (chaine de glycosaminoglycanne sulfaté liée à li n 

héparane sulfate protéoglycanne) se fixe sur la MB épithél iale des PC mais pas sur celle des 

capill aires cérébraux (Snow et al , 1990). Le sérulll des malades atteints de syndrome de 
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Goodpasture reconnaît trois monomères différents (de masse moléculaire respecti ve de 24, 26 

el 28 kD) et deux dimères de 44 et 50 kD au niveau des MB glomérula ires, tubulaires, 

pulmonaires, placentaires et aortiques, et seulement un monomère de 28 kD et un dimère de 

50 kD au niveau de la MS épithélia le des PC (Weber et al, 1990). Cette réactivité ti ssulaire 

sélecti ve est retrouvée dans notre étude où seule la MB épithéliale des PC humains et muridés 

réagît avec le sérum des patients alors qu ' il n 'y a aucune immunofixation sur les autres MB 

étudiées (peau, poumon, rein , cerveau), ce qui suggère que les anticorps identifi és dans cette 

étude sont différents de ceux décrits par FiIIi! qui réagissent avec la MB des capillaires 

cérébraux (Fillit et al, 1987). Ces anticorps anti-MB épithéliale des PC semblent indiquer 

l'existence de phénomènes immunitaires pouvant altérer le fonctionnement des PC lors de la 

MA. Le fai t de retrouver une immunofixation sur la ME épithéli ale des PC aussi bien en 

utilisant des PC de rats adultes que de fœtus humain est en faveur d ' une stmcture antigénique 

apparue précocément au cours du développement. 

Les dépôts tissul aires d'immunoglobulines peuvent être linéaires ou granuleux selon 

qu ' il s'agit de complexes immuns fonnés in situ ou circulants et captés par un organe. 

Plusieurs auteurs ont rapporté la présence de dépôts d ' immunoglobulines au niveau des PC, 

ccux-ci peuvent être linéaires ou granuleux. Les souris femelles hybrides NZB-W 

développent spontanément des anticorps ant i-ADN et constituent un modèle animal de lupus 

ély lhémateux di sséminé. L 'examen de leurs PC el de leurs gloméru les met en évidence des 

dépôts granu leux d ' IgG et de C3 (Lampert et Oldstone, 1973). Expérimentalement, chez le 

lapin , l' injection de sémm-albumine bovine déclenche une maladie sérique aiguë avec dépôts 

linéaires ou granuleux d ' IgG le long de la MB épithéliale des PC associés à un infiltrat 

Iymphoplasmocytai re (Koss et al, 1973). Peress el al (1977) onl créé, chez le lapin , une 

maladie sérique chronique par injecti ons répétées de sérum-albumine bovine et ont mis en 
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évidence des dépô ts granuleux d ' lgG et de C3 sous la MB des PC, des procès ciliai res ct des 

glomérules ce qui suggère que les PC peuvent capter les complexes immuns circulants (Peress 

el al, 1977). L ' injection répétée sur troi s jours de complexes immuns sérum albumine de 

lap in-anticorps anti -sérum albumine chez le rat engendre des dépôts granu leux dans les 

glomérules et dans les PC sous la MB épithéliale (Pcress el al, 1977). 

Quelques travaux rapportent également des résult ats obtenus chez ,'homme. Pitella et 

al (1989) ont montré la présence des dépôts granuleux d ' lgG et ou d' lgA dans le stroma 

villositaire de 6 des 8 patients atteints de bilharziose mais chez aucun des 20 témoins qu ' il s 

avaient examinés. Quatre-vingt pour cent des pat ients atteints de SIDA développent des 

complexes immuns ci rculants: dans une séri e de 19 patients, Falangola et al (1994) ont 

montré que J 4 d'entre eux présentaient des dépôts irréguliers d ' IgG dans les PC. Pitell a et 

Bambirra ( 1988) ont étudié les PC de 25 sujets hypertendus et ont trouvé dans 5 cas des 

dépôts granuleux d 'Ig (essentiellement des IgG), les 20 témoins étaient indemnes de telles 

anomalies. Ces mêmes auteurs (Pitell a et Bambirra, 1991 ), étudiant les PC de 12 cirrhotiques, 

ont mis en évidence des dépôts de complexes immuns granuleux chez 10 d 'entre eux, 20 

témoins n 'en présentant aucun. Mclntosh et Koss (1974) rapp0!1enl la présence de dépôts 

linéaires d ' lgG et de C3 le long de la MB épithél iale des PC au cours du syndrome de 

Goodpasture ce qui est en faveur de complexes immuns fonnés in situ. 

En conclusion, les PC peuvent être le siège de dépôts de complexes immuns dans des 

c irconstances vari ées. Les dépôts granuleux traduisent l'ex istence de complexes immuns 

circulants captés à ce niveau , et les dépôts linéaires le long de la MB épithélia le des PC, dont 

nous rapportons la présence, sont en faveur de complexes immuns fonnés in situ , comme dans 

le syndrome de Goodpasture. Il s traduiraien t une auto-i mmunisation contre l'un des 

constituants de la M B épithéli ale choroïdienne. Cette aUlo-immunisation pourra it aggraver les 
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lésions choroïd iennes dues à l'âge et en part iculi er, la fibrose du s troma ct l'atrophie 

épi lhéliale. 

La MB épi thélia le des PC est une structure complexe contena nt de nombreuses 

molécu les (cf chapi tre 4), il pe ut donc s'agir d ' une auto- immunisat ion: 

-contre lIll antigène Illcmbranairc ubiquitaire mais l'absence d ' immunomarquage de la 

MB endothélia le des PC, des MB cutanée, rénale ou pulmona ire plaide contre cette 

hypothèse, 

-contre lIll ant igène commun à la MB épithélia le des PC, aux PS, cllou aux DNF. Les 

I>S contiennent en e ffet des immunoglobulines, ct de nombreuses molécules que l'on retrouve 

dans la compos ition des MB cl de la matrice extra-cellulaire, par exemple les J-1 SP (héparane 

sulfate protéoglycanne) (lozzo, 1985; Snow et a l, 1990), 

-con tre un antigène spéc ifique de la MO épi thélia le des PC qui semble apparaître dès 

la VIC fœta le, puisque dans l'étude en immunofluorcscencc ind irecte, 13 patients sur 40 

présentaient un imll1unomarquage de la MB ép ithéliale foetale utilisée comllle substrat. 

Ce travai l dev rait être poursui vi par une étude approfondie de la composi tion 

ant igénique dc la MB épithéli a le des PC, par l' ident ification de l'antigène responsable de 

celte auto-immunisation permettant ainsi le développement d ' un test ELISA et 

éventuellement d ' ull modèle an imal. 
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Chapitre 10 

10-1 Etude des cellules dendritiqucs intra-épithéliales 

Au cours de l'examen des PC en microscopie électronique, nous avons m IS en 

év idence des cellules dendritiques intra-épithéli ales dont la présence n'était pas soupçonnée. 

Ce chapitre aborde leur aspect en microscopie électronique, leur phénotype immunologique et 

leur rôle éventuel dans l' imlTIunosurvcit lancc cérébrale. 

10-2 PC ct immunité cérébrale 

Le cerveau est considéré comllle un sile immunitaire privilégié depui s que l'on sait 

que les hOl11o ou xéno-grcfTes intra-cérébrales sont mieux tolérées que les greffes inlra

péritonéales ou sous-cutanées (Medawar, 1948; Scheinberg cl Levy, 1964). Néanmoins, dans 

plusieurs ma ladies humaines de pathogénie ma l éluc idée, comme par exemple la sc lérose en 

plaques ou le syndrome de Guillain-Barré, le tissu nerveux peut-être infiltré par des cell ules 

immunocompétentes telles que les lymphocytes CD4 e t CD8. Il est possible de reproduire 

expérimentalement chez l'animal de laborato ire ces arrcctions. L'encépha lite aiguë 

expérimenta le et « l' experimental auto imlllllne neuri tis» constituent des modèles respectirs 

pour la sclérose en plaques et pour le syndrome de Guillain-Barré. 

Des réactions de type immuni tai re peuvent également survenir lors de certaines 

ma ladies neurologiques dont l' étiologie n'est pas a priori d ' origine imlllune. Par exemple, au 

cours de la MA, la microglie qui entoure les PS exprime fortement les antigènes )-ILA DR 

(McGeer el al , 1987). 

Ce privilège immunitaire n'est donc pas total ct a été expliqué initia lement par 

l'absence de drainage lymphatique cérébral, l'absence de cellules dendritiques au ni veau 

cérébral (I-Iart et Fabre, 1981 ; Ste inmall . 1991 ), le manque d 'express ion des aJ lligènes du 
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complexe majeur d 'h istocompatibilité de classe 1 et Il sur les neurones et la glie (Lampsan, 

1987), et par la présence de la barri ère hémo-encéphaliquc que l'on croyait imperméable aux 

peptides et aux cell ules immunocompétentes. 

En fa it, ces données méritent d 'être revues. Chez l'anÎmal de laboratoi re (rat et souris), 

la microglie exprime fOl1emenl les antigènes d' histocompatibilité de classe n, notamment au 

niveau de la substance blanche, du corps calleux et du cervelet (Gehrmanll et al, 1993). Chez 

l'homme, la microglie exprime HLA DR essentiellement dans la substance blanche (Cuzner 

et al, 1988) et l' étude histochimique du tissu cérébral prélevé précocément après le décès 

montre une forte expression spontanée de HLA DR sur la microgl ie ramifiée (Gehrman ct al, 

1993). Au cours de la sclérose en plaques, les anticollJs antÎ-HLA DR marquent intensément 

les astrocytes qu i entourent les plaques (Traugott et Raine, 1985). 

Le liquide interstitiel cérébral est drai né dans le LCR qu i lui-même est évacué par un 

système de type lymphatique dans les ganglions lymphatiques régionaux du cou 

vraisemblablement par l'intermédiaire des espaces sous-arachnoïdiens entourant le nerf 

olfacti f pui s de la lame criblée et fina lement de la sous-muqueuse nasale. Ceci pemlet 

d'exp liquer l' importante proportion des protéines inj ectées dans la capsule interne ou le LCR 

(respectivement 22 et 30 % à la 25c heure) retrouvée dans les gangl ions cervicaux chez 

j'animal de laboratoire (Yamada et al, 199 1). Les antigènes du LCR peuvent également 

atteindre les organes lymphoïdes par la circulation générale après réabsorptio n par les 

villosités arachnoïdiel1nes (Cserr et Knopf, 1992). La barrière hémocérébra le peut être 

franchie par les lymphocytes activés qUI exercent une survei ll ance immullologique 

pennanente du système nerveux central ct qui peuvent initier une réponse inflammatoire 

(Hickey et Kimura, 199 1). Cette capacité à franchi r la barrière hémoencéphalique dépend de 

la présence de certaines molécu les d'adhésion situées à la surface des lymphocytes 

(Engel hard l el al, 1995). 
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Différents travaux suggèrent la participation des PC à l' inununosurvcillance cérébra le. 

Les PC situés à [' interface sang-LCR sonl capables de réabsorber de nombreux métabolites 

cérébraux (Zheng, 1996). In vitro, les cellules épithé lia les des PC sont aptes à absorber de 

nombreuses molécules au niveau de leur pôle apical et de les excréter à leur pôle basal 

(Hakvoort et al, 1998). Matyszak et al ( 1992) ont montré la présence de cell ules présentatrices 

d ' antigènes au niveau du stroma villositaire des PC chez le rat. Han ly et Petila ( 1998) ont 

confim1é la présence de cellules présentatrices d'antigène au niveau du stroma choroïdien 

humain. Ces auteurs estiment que ces cell ules dendritiques pourraient envoyer des 

pro longements cytoplasmiques entre les cell ul es épithéliales après franchissement de la MS 

épithélia le. 

Les fonctions des cellules dcndritiques sont nombreuses. Elles captent les antigènes, 

les transp0!1ent vers les organes lymphoïdes, achèvent leur maturation et à la fin de leur 

différentiation présentent ces antigènes aux cellu les T naïves (Banchereau el Steirunan, 1998). 

Elles peuvent induire une immunisation primaire ou secondaire de type humoral ou cell ulaire 

prédominan t, ou des phénomènes de tolérance. Ces di verses propriétés correspondent à des 

sous-populat ions de phénotypes différents. L'o ri gin e des ce llules dendritiques, les étapes de 

leur différenciation et de leur maturat ion restent mal connues et pour certaines slti et de 

controverses (Massard et al, 1996; Geissmmm, 1999). L'adjonction de cytokines et de 

différents facteurs de croissance permet d 'obtenir des cellu les dendritiques à part ir de 

précurseurs hématopoïétiques (CD34), de sang du cordon (cellules CDI4 ou CDla), du sang 

ci rculant (cellules CDI4 ou COla) ou des monocytes du sang pé ri phérique (Haegel

Kro ilcilberger et al, 1998). Nous avons essayé de préciser l'orig ine lymphocytaire ou 

monocytaire ct le phénotype des cellules dendritiques choroïd iennes intra-épithé liales dont 

nous avons rapporté la présence dans le chapi tre 4. 
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10~3 Matériels cf méthodes 

Nous avons étudié les PC de 10 patients, tous décédés dans le service de Long Séjour 

de l' I-!ôtel-Dieu de Mont-Saint Martin (9 femmes, 1 homme, moyenne d 'âge: 86.3 ± 6.7 ans) 

Deux présentaient des fonct ions supérieures normales, J une démence mix te, 2 une démence 

vasculaire ct 5 une MA. Les PC ont été pré levés à la 24c heure, après accord de la ram ille. 

Tous les prélèvements ont été divi sés cn 2 parties. L'une, destinée à l'élude en microscopie 

électronique, a été fi xée dans du glutaraldéhyde à 2.5 %, incluse dans " 6pon, et préparée en 

coupes scmi ou ultra fines, respect ivement marquées avec du Bleu Azur Il ou de J'acétate 

d'uranyl à 4 % et du nitrate de Pb; ces coupes ont été examinées à J'aide d' un microscope 

Olympus B1-I2 (Olympus, Tokyo, Japon) ct d'ull microscope électronique Philips CM 12. 

La seconde partie de chaque prélèvement, dest inée il l'étude en immunoOuorescence, a 

été congelée dans l'azote liquide puis stockée il - 80°. Des coupes séri ées de 4 ~11l d 'épaisseur 

on t été réa li sées avec un cryomicrotome (SIee, London, England), déposées sur une lame ct 

fixées pendant 45 secondes dans llll four à micro-ondes. La première coupe de chaque 

échantitlon a été co loriée au bleu de toluidine pour examen hi sto logique. Une éLude en 

immullofluorescencc indirecte a été réal isée pour identifier les cellules exprimant des 

ant igènes de différenc iation lymphocytaire (CD3, CD4, CD?, C08, C0 2 1, CD22, CD24, 

C025, CD28, CD35, CD40), de différenciat ion monocytai re ou macrophagique (CDI 3, 

COI4, CO I6, CD ll a, CO I lb, Cdl lc, CD32, CD68), des antigènes fréquemment rencontrés 

SlI I" les cc llllies dend ritiqlles (CDla, CDlb, CD le, CD43, CD58, CD80. CD86, S IOO et HLA 

DR, DQ, DI' (Coliitercione, Hialeah, FL)), et IL-IO (MAB2 17, RD SySlCIllS, Abingdon, UK). 

Toules les incubations ont été réa li sées à température ambiante en chambre humide pendanl 

60 minutes avec les anticorps monoclonaux, elles ont été sui vies de trois rinçages Cil PBS, ct 

ensu ite d ' une deuxième incubation avec un anti corps polyclonal de lap in anti -souris (Dako, 

Glostrup, Danemark) conjugué à la Ouorcscéine. Après iml11ullomarq uage. les coupes on t été 
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mOlltées cn PBS/glycérol et examinées sous lumière ultra-vio lette à J'aide d 'un microscope 

Olympus BH-2 (Olympus, Tokyo, Japan) équipé d 'un système d 'épi -illumination de Plocll1. 

10-4 Résultats 

10-4-a L' étude eu microscopie optique est tout à fail comparab le à celle réali sée dans le 

chap itre 4. Elle montre des villos ités choroïdi emlcs présentant des capillaires volumineux. Les 

cellu les épithéliales sont cubiques avec un noyau central el arrondi , e ll es cont iennent de 

fréquentes inclusions de lipofuchsine, les cap illaires sonl séparés de "épithélium par un ti ssu 

conjonctif épaissi de façon inhomogène avec de rares cell ules rusi formes ct de fréquents corps 

hyalins, le glolTIus renferme de nombreuses artères et veines à paroi épaissie, entourées par un 

st roma abondant et irrégul ier parsemé de nombreux psammomes. L'étude en microscopie 

optique objecti ve quelques noyaux intra~épithéliallx ovoïdes de grand axe parallèle à la MB 

épithélia le situés à prox imité de cell e~ci. 

10-4-b L ' examen Cil microscopie électronique des PC montre des cell ules épithéli ales 

présentant un noyau ovoïde, un cytoplasme sombre avec des mitochondries volumineuses et 

co ntenant de fréquentes vacuo les de li po fuchsine. Ces cellules sont adhérentes à la MB 

épithéliale. Les cellules épithéliales des pati ents souffrant de MA contiennent en o utre de 

nombreux corps de Biondi. Il exi ste également au ni veau de l'épithé lium de rares cellules 

(moins de 1 %) s ituées à proximité de la MS épithéli ale ct possédant un noyau réniforme avec 

une chromatine densi fi ée en périphérie, un cytoplasme clair contenant des lysosomes, de 

nombreuses mitochondries de petit e taille, des microtubules et filaments et des c iternes de 

rét iculum endoplasmique granu laire (fig . tO-4-b- l el IO-4-b-2). Ces cellules ne conli erulent 

j amais de phago lysosomes, ell es sont toujours dépourvues de jonctions serrées, et parai ssent 

parfo is adhérentes à la ME. Entre les cellu les épithéli al es, 0 11 aperçoit quelq ues 
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prolongements cytoplasmiques avec lIne ultrastruclure similaire suggérant que la coupe a 

sectionné un prolongement dendritique (fig. IO-4-b-3). 

Au niveau du stroma, 011 constate la présence de plusieurs types cellulaires. Les 

fibroblastes sonl caractéri sés par leur cytoplasme sombre peu abondant et riche en réti culum 

endoplasmique et leur noyau à contours irréguliers. Les cell ules dendritiqucs présentent un 

noyau réniforme et un cytoplasme clai r, ces cellules sont souvent situées à proximité 

immédiate de la MB épithél iale. Le stroma contient également des macrophages avec un 

noyau à contours irréguliers, lin cytoplasme clair, des mitochondries de petite tai lle et S11110ut 

des phagolysosomes. 



10-4-b-l Microscopie Electronique (x 2400). Présence d'une cellule dendritique intra-
épithéliale. Ep: épithélium; N: noyau, MB: membrane basale épithéliale, S: stroma. 

"~", " 
. , .< , 

10-4-b-2 Microscopie Electronique (x 10000). Détail de la cellule précédente. Ep: 
épithélium; M: mitochondrie; MC: membrane cytop lasmique; R: réticulum; S: stroma ; MB: 
membrane basale. 



lO-4-b-3 Microscopie Electronique (x 3000). Présence de plusieurs prolongements 
cytoplasmiques s'insinuant entTe les cellu les épithéliales (flèches); MB: membrane basale 
épithéliale; N: noyau; Lp: lipofuchsines; S: stroma. 
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lO-4-c L'étude Cil immunofluotrcsccuce montre que les cellules dcndritiqucs infra

épithéliales expriment les antigènes de différenciation su ivants: CD 11 b (7/10), CD 14 (4/ 10), 

CD32 (10/10), CD68 (10/10), HLA DR (10/10), HLA DP (8/10), HLA DQ (3/10) . Une 

proportion importante (approximativement 50 %) contient de l'IL- ID (fig. 1O-4-c- l , 1O-4-c-2, 

IO-4-c-3). Ces cellu les n'expriment pas les antigènes suivants, fréq uemment rencontrés dans 

les cellules dendritiques: CDS8, CD80, CD83, CD86, S IOO. Les cellu les épithéliales ne 

contiennent pas d'TL-IO. Par ailleurs aucune cellule n'exprime les antigènes de différenciation 

de la li gnée lymphoïde ni dans l'épithélium ni dans le stroma villositaire. Les résultats de 

cette étude sont détaillés dans le tableau nO 10-5 

Les cellules dendritiques situées dans le stroma sous la MB épithéliale expriment les 

mêmes antigènes de différenciation que celles situées dans l'épithélium. 



lO-4-c- l Etude en imlTIunolluoresccncc des ccllules dcndrit iques intra-
épithéliales à l'aide d 'un anticorps monoclonal anti HLA DR (gross issement x 400). 

IO-4-c-2 Etude en Immunofluorescence des ce ll ul es dend rit iques intra-
épithé li ales à l'a ide d 'un anticorps monoclonal anti -CD68 (gross isseme nt x 400). 

lO-4-c-3 Etude en Immunofluorescence des cellu les dendritiqucs intra-
épithélialcs à J' aide d'u n ant icorps monoclonal ant i-ILJO (gross issement x 4(0). 
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10-5 Immunophéllotype des cellules dcudritiqucs infra-ép ithéliales des PC 

Les chi ffres en italique indiquent le nombre d'échantillons posi ti fs par rapport au nombre 
d'échantillons testés. Les chiffres en caractères gras représentent les CD signi ficativement 
positifs. 

Antigènes de différenciation lymphoïde 
C03 0/10 C021 0/10 
C04 0/10 C022 0/10 
C0 8 0/10 C024 0/10 

CD25 0/10 
CD28 0/10 
CD35 0/10 

Antigènes de différenciatioll mon oey taire ou macrophagiquc 
CD Il a 2/10 CDl4 4/10 CD40 0/10 
CDllb 7/10 CD I6 0/10 CD64 0/10 
COll e 0/10 CD32 10/10 CD68 10/10 
CDn 4/10 CD36 0/10 

Antigènes de différenciation associés aux cellules dcndritiques 
CDla 2/10 C058 0/10 SI OO 0/10 
CDlb 1/10 C0 80 0/10 DR 10/10 
CDlc 0/10 CD83 0/10 DP 8/10 
C0 34 0/10 C0 86 0/10 DQ 3/10 

Cytokine 
IL-10 10/10 

Tous les anticorps proviennent de Beckman Coulter (Miami, FI, USA) excepté l'anticorps 
monoclonal anti-ILI 0 (MAB217, RD Systems, Abingdon, Angleterre). 

10-6 Discussion 

Nous rapportons la présence de cellules dendritiques dans l' épithélium des PC ct dans 

le stroma villosita ire. Ces cellules ont un morphotype tout à fait comparable à ce lui des autres 

cellules dendritiques rencontrées dans divers ti ssus humains. Elles ont un noyau irrégulier 

plus ou moins segmcnté, un cytoplasme abondant et pell dense, renfemlant des ribosomcs, des 

mitochondries, quelques lysosomes, un réticu lum endoplasmique el de nombreuses digi tations 

qui s'étendent entre les cellules avoisinantes. Elles ne contielment pas de phagolysosomes 

contrairement aux macrophages (Wright-Browne et al, 1997). Dans l'épithélium, elles 

paraissent souvent adhérentes fi la MB ce qui suggère une population résidente plutôt que des 
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cellules en transît. Dans le stroma, sur les incidences longitudinales, elles sont allongées et 

parallèles à la MU épithéliale, et sur les incidences transversales elles présentent un aspect 

grossièrement étoi lé. 

L 'origine exacte des cellu les de Kolmer n'cst pas comme (cf chapilre 1). Les cellules 

dcndritiques intra-épithéli ales que nous décrivons pourraient être les précurseurs de ces 

cellules épiplexuelles, visual isées durant leur phase migratoire intra-épithéliale. Maxwell et al 

(1992) ont effectivement mis en évidence, chez le babouin, des monocytes migrant entre les 

cellules épithélia les après un traumatisme crânien. Ling et al (l 992) ont montré, chez le 

macaque, que les cell ules de Kolmer pouvaient dériver de monocytes migrant selon le 

phénomène d 'empéripolèse (migration transcellulai re). Dans ces deux cas de fi gure l'aspect 

de ces macrophages est toutefois différent de celui des cell ules dendritiques intra-épithéliales, 

arrondi dans le premier cas et étoilé dans le second cas avec de nombreux prolongements 

s' insinuant entre les cellules épithéliales ct souvent adhésion à la MB épithéliale. 

D' après Dohrmann (1970), le nombre de cellu les épi théliales choroïdiennes peut être 

évalué à 100 mi llions d 'éléments . Selon nos comptages, l'ensemble des cellules dendritiques 

intra-épi théliales représente environ 1 % des cellules épithéliales, ce qui pennet d 'estimer la 

populati on totale des ce llu les dendri tiques infra-épithél iales à 1 million d'é léments. 

De façon paradoxale, ces cellules n 'ont pas encore été décrites, sans doute parce que 

les principales études morphologiques des PC humains sont antérieures à l'individuali sation 

du système dendritique en 1973 (Steinman el Colm, 1973). 

La présence de CDI4, CD32, CD68 et HLA DR à leur surface est en faveur d'u ne 

origine monocyta ire. Ces cell ules n 'expriment pas l'antigène CD83 ca ractéristique des 

cell ules dendritiques matures (Haegel-Kronenberger el al, 1998). De même, e ll es n 'expriment 

pas non plus les antigènes de co-act ivation CD40, CD80 ou CD86, ce qui suggère qu'elles 

sont à un stade intermédiai re non fonc tionnel pour la présentation des antigènes. 
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Conl'rairement à la descript ion de Hanly et Petilo (1998) les cellu les dcndritiq ues de 

l' épithélium et du stroma que nous décrivons présentent l' antigène de différenciation CD68, 

cette d iscordance est vrai semblablement secondaire à des techniques di rférentes de 

préparation ti ssulaire, congélation immédiate après prélèvement puis cryosection et 

incubation avec l'anti corps monoclonal anti-CD68 dans notre cas, et, fixation dans du formol, 

pui s inclusion dans la paraffine suivie d ' une prédigestion par de la trypsine pendant une heure 

avant J' incubat ion avec l' anti corps monoclonal ant i-CD68 p OUf Hanly. Classiquement les 

anticorps antÎ-CD68 marquent le cytoplasme des macrophages et des monocytes. De 

nombreuses équipes ont montré qu ' il était possible d 'obtenir in vitro la génération de 

plusieurs sOlls-groupes de ce llu les dendri tiques humaines à part ir de progéniteurs 

hématopoïétiques en modu lant l'action de di fférentes cytokines. De Saint-Vies ct al (1998) 

ont ai nsi décrit in vitro un sous-groupe de cellu les dendrit iques exprimant CDI4 et CD68, et, 

secrétanl de l' interleuki ne- l 0 (IL- JO) comlne les cellules que nous décri vons. 

L ' IL- JO peut être produ ite par de nombreuses cell ul es, éosinophi les, mastocytes, 

macrophages, monocytes, lymphocytes T ct B, kérati nocyles, ceJl ules déc idua les, cell ul es 

tumorales variées, certa ines cell ules dendri tiques et les lymphocytes humains infectés par le 

vi ms d 'Epstein-Barr (Mégarbane el al, 1998). L ' IL- IO, in vitro, est 1111 cofacteur qu i supprime 

la différenciation Th l par induction d 'une anergie des lymphocytes T CD4 et CD8. Cette 

anergie est irréversib le. Elle abaisse également l' express ion des co-s ignaux d ' activation C0 80 

et C086 (Groux et al, 1996; Groux et al, 1998). La présentat ion d ' un antigène par ces cellules 

devrait indu ire so it un état d ' anergie soit la production d' anti corps (Steptoe et T homson, 

1996). L'admin istration intra-dermique d 'TI -IO permet d ' induire une tolérance vis à vi s de 

certains sensibili sants de contact (Mégarbane et al , 1998). Chez les patients atteints de lupus 

érythémateux d isséminé, t' IL- JO produi te en excès pourrait expl iquer l' hyperactivité 

lymphocyta ire B, ainsi que la baisse de l' immunité cell ulaire (L lorente et al , 1995). 11 est 
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probable que des interactions avec différentes cytokines, en particulier avec ILA el fL-S, 

modulent les effets de "IL-IO (Mégarbamc et al, 1998). 

D'après McMcnamin (1999) les PC de rat possèdent de nombreuses cellules 

dendritiqucs mais uniquement dans le stroma. Notre élude des PC de rat confirme ce fait. 

Schluter et al (1997) ont montré que les PC de souris contenaient de l' IL- IO en grande 

quantité, mais uniquement au niveau des cellules épithéliales et non pas au niveau des 

macrophages ou des cellu les dendritiques du stroma. D'après 110S résultats, les cellules 

épithéliales choroïdiennes humaines ne sécrètent pas d ' IL-IO, contrairement aux cellules 

dendritiqucs du stroma et de l' épithélium. Ces éléments semblent indiquer que la physiologie 

des PC. bien que variant suivant les espèces, utili se néanmoins des stratégies simi laires 

conduisant au si lence immunitaire cérébral. 

Le LCR contient de nombreuses molécules issues du métabolisme cérébral (Noppe el 

al, 1986). Les cellu les épithéliales des PC qui sont dotées de propriétés de transp0l1 

bidi rectionnelles, du sang vers le LCR et du LCR vers le sang, peuvent réabsorber ces 

molécules (Huang, 1984; Villalobos et al, 1997; Zheng, 1996), sans que cela provoque de 

réaction immunitaire. Les cellu les dendritiques des PC pourraient jouer un rô le dans ce 

silence immunitaire. 

Chez le rat, l'i njection de myelin basic protein (:tvmP) et d'adjuvant de Freund dans le 

coussinet de la patte arrière indui t une encéphalite aiguë expérimentale (EAE) qui est 

caractérisée par une infiltration de la substance blanche, initialement péri vasculaire, par des 

lymphocytes T activés de type CD4 et des macrophages, et par des phénomènes de 

démyélinisation focale. L'administration préalable de cellules présentant l'ant igène après 

incubation in vitro en présence d'un peptide encéphalogénique dérivé de la MBP el d'un 

anticorps monoclonal bloquant les co-signaux d 'act ivation CD80 et CD86, empêche 

l'apparition d'une EAE (Khoury et al, 1996). Le transfert passif de lymphocytes T ant i-MBP 



182 

engendre une EAE, par con tre les anticorps 3nti-MBP sont incapables d'induire une EAE 

(Cscrr et Knopf, 1992). L'i njection dans le LCR de MBP, trois semaines avant l' injection 

périphérique, n 'est pas sui vie d' une EAE malgré l'élévation des taux sériques d'anticorps 

anti-MBP, l' administration intra-thécale semble donc inhiber les réactions d'hypersensibi lité 

retardée de lype cell ulaire et, favoriser l' apparition d'anticorps anti-MBP (Harl ing-Berg et al, 

1989). La présence de cellules dendri tiques dans les PC pourrait expliquer cette anergie 

ce llulaire tout en pennettant l'apparition d'anticorps humoraux. 

Dans les conditions physiologiques, le LCR contient très peu de MBP. Après un 

traumatisme ou une infection, les taux de MBP augmentent considérablement dans le LCR. 

Plusieurs auteurs ont suggéré que cette augmentation pourrait indui re une réaction 

immunitaire de type Th 1 chez des sujets génétiquement prédisposés (Waksman et Reynolds, 

1984; Licbert et al, 1988) et provoquer l 'apparition d' une sclérose en plaques. 

Les propriétés physio logiques des cellu les dendritiques sont très dépendantes de leur 

environnement en cytokines (Mégarbane et al, 1998). Un traumatisme crânien ou une 

affection atteignant le cerveau et les PC (le virus de la rougeole, par exemple, qui peut être 

responsable d'encéphalite morbi ll ifonne, présente par ai lleurs un net tropisme pour les PC 

(Bachmann et Kesselring, 1998; McQuaid ct al, 1998) pourrait altérer cet environnement, 

modifier les propriétés des cellules dendritiques des PC, engendrer une rupture de la tolérance 

immunitaire cérébrale, induire une auto-immunisation vis à vis de la MEP et provoquer 

l'apparition d'une sclérose en plaques. 

En conclusion, cette étude a mis en évidence au niveau de l'épithélium des PC des 

cellules dendrit iques dont la position sentinelle et l' immunophénotype suggèrent une 

participation à l' immlll1osurvei llance du système nerveux central et vraisemblablement au 

pri vilège immuni tai re cérébra l. 
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CONCLUSION 
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Les PC jouent un rô le très important dans l' homéostas ie cérébrale. Il s fonl parti e de la 

barrière hémoencéphalique, sécrètent le Le R, synthétisent de nombreuses molécules, cn 

particuli er des facte urs de croi ssance, luttent contre les vari ations du pH du LeR, réabsorbent 

certa ins des déchets du métaboli sme cérébral , transportent de nombreuses molécules du sang 

dans le Le R, et parti cipent il ]' illl l11unosurveillance cérébrale. L'ex istence de troubles de 

l' hydraulique du Le R suggère leur implication dans la MA. 

La pathogénie de la MA est encore imparfaitement connue. Le métaboli sme ci e la 

protéine amyloïde est mieux cerné grâce à l' étude des formes héréditaires. Dans les formes 

sporadiques à début tardif, la fibrillotransfonllation de la protéine amyloïde, et l' apparition de 

DNF paraissent des événements pivols. La communauté scientifiq ue s'accorde toute fo is sur le 

l'a il qu ' il s 'agit de fa it s secondaires à des phénomèmes encore mal élucidés parmi lesquel s le 

rô le du stress oxydatif semble prépondérant. Le di agnosti c de MA surtout au stade 

prédémenti cl de la maladie reste d ifficil e et est suj et à erreur. Un marqueur pé riphérique fia ble 

serait fort uti le. 

Le vieilli ssement a ltère la structure et le fonct ionnement de nombreux o rganes, et les 

PC Il 'échappent pas à la règle générale. No us avons mis en évidence des modifications 

anatomiques signi fi cati ves des PC au cours du vieilli ssement aussi bien chez l'animal que 

chez l' homme: atrophie épithé liale, fibrose du stroma villositai re, épaississement de la MB 

épithéliale. Au cours de la MA, la hauteur des cell ules épithélia les d iminue de 23 % par 

rapport à cell e des témoins du même âge. De même l' épaisseur de la MB épi théliale augmente 

de 28 %. Ces anomalies son t associées à une fibrose irréguli ère parfois très importante du 

stroma villos itai re. Ces modifi catio ns suggèrent une altérat ion des différentes fo ncti ons des 

Pc. 

L'étude d u LC R de Ira is séri es rétrospectives de témoins montre que le ta ux d 'a lbumine 

ne se modifi e pas avec l' âge ni au cours de la MA. La barrière sang-LCR ne paraît donc pas 
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altérée par l' âge ou la MA, ce qui confillllc plusieurs travaux antérieurs. La stabilité des taux 

de rcl ates chez le suj et âgé semble indiquer une préservation des foncti ons de transport, 

toutefois si "on ti ent compte de la diminution de sécrétion du LCR, celles-ci sont 

v~ai semblab l ell1 ent légèrement altérées sans toutefois entraîner de perturbation de 

J'homéostasie cérébrale. Chez les patients souffrant de MA, la chute des taux de fclates dans 

le LCR est Cil faveur d ' une dégradat ion des fonctions de transp011 des Pc. L' altération des ces 

demières pourrait atteindre d'autres molécules, en palt iculier les vitamines C ct E, les deux 

principaux capteurs de radicaux libres du LCR et expl iquer au moins partiellement le stress 

oxydatif cérébral . 

La TIR du LCR est synthéti sée par les Pc. Les taux de TIR augmentent modérément 

avec l'fige, de 0.06 mg/an. Ccci n 'est pas dû à une augmentation de la perméabl ilité de la 

barrière sang-LCR, puisque les taux d ' albumine, une molécule de masse moléculaire du 

même ordre de grandeur, ne vari ent pas, mais plutôt à une diminution de la sécrétion du LCR. 

Chez le pati ent souffrant de MA, les taux de TTR sont signifi cat ivement abaissés, ce qui est 

en faveur d ' une baisse des fonctions de synthèse des Pc. In vitro la TIR peut séquestrer la 

protéine p-amyloïde et inhiber sa fibriliotransformatÎon (Schwarzmann et al 1994). La MA 

pourrait être due, au moins partiell ement, à un défaut de séquestration de la protéine amyloïde 

par la TIR. D ' autres molécules pOUlTaient également être touchées par l' atteinte des fonctions 

de synthèse, en particulier les fac teurs de cro issance. 

Le ratio glucose/protéines est nettement plus élevé dans le LCR que dans le sérum, et 

logiquement nous avons pu mettre en év idence la présence de corps d ' Amadori dans le LCR 

de sujets de moins de 60 ans, de témoins âgés de plus de 60 ans et de pati ents souffrant de 

MA. Ces derniers présentent une augmentation signifi cative de ce taux, ce qu i peut tradu ire 

une diminu tion du renouvellement du LCR. Cette augmentation des phénomènes de g lycation 
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des protéines du Le R au cours de la MA pourrait participer au stress oxydat if ct jouer un rô le 

dans la pathogénie de cette maladie. 

Les phénomènes aUlo-immunitaires sont fréquents chez le sujet âgé cl cn particulier 

chez les patients souffrant de MA. Au cours d ' une étude en immunonuoresccnce ind irecte, en 

utilisant des PC de rat comme substrat, nous avons pu mettre en évidence dans le sérum de 42 

% de patients souffrant de MA des anticorps ant i-MB épithé liale de PC, alo rs que ceux-c i 

n'étaien t retrouvés que chez un seul témoin (5 %) qui est d' ailleurs décédé quelques années 

plus tard d ' une MA confi rmee à l' autops ie. L' étude cn immunofluoresccnce de PC humains a 

confirmé la presence de dépôts d' lgO el/ou d' lgM le long de la MB épithéliale chez 80 % des 

suj ets attei nts de MA, et dans aucun cas chez les témoins. Ces dépôts d ' immunoglobul ines 

éta ien t associés à des dépôts de C lq. Ces phénomènes immul1o logiqlles parrois très intenses 

pourraient être secondai res à une alitoinUllunisation vis à vis d ' un const ituanl spéc ifique de la 

MB épithéliale choroïdienne, et, exp liquer la fibrose du stroma et l' atrophie épithéliale 

constatées chez nos pat ients attei nts de MA. L'absence de dépôts d ' iml11unog lobi nes sur les 

autres MB étudiées est en faveur de celle hypothèse. La ca ractérisation de l'antigène 

responsab le dev rait permettre une confi rmation de celt e conjectu re et la m ise au po int d ' Ull 

test ELI SA qu i pourrait constituer une aide au d iagnostic voire un test de dépi stage . 

L'éludc en Îmmunofluorescence des PC à l' aide de lectines marquées montre qu ' une 

surcharge en a glucose. a galactose et N acéty lgalactosamÎne apparaît dans le cytoplasme des 

ce llules épithéliales au cours du vieillissement qu ' il soi l associé o u 110 n à une MA. De même, 

pour les MB épi théliales ct endothéliales on constate un enrichissement en acide sialique, N 

acéty lglucosmnine el a glucose. L'examen des PC à l'a ide d ' anti corps anli·AGE révèle un 

imlllullol11arquagc sé lecti f de la M13 épithéliale chez les sltiets âgés déments o u non, qUi 

pourrait être secondaire aux propriétés de réabsorplion des cellu les épithéliales. 
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Le cClveau ct le LCR sont classiquement isolés du reste de l'organisme par la bmTièrc 

hémoencéphalique, et il s bénéfic ieraient d'un « privi lège immunitaire ». Les PC, dotés de 

propriétés de réabsorption, si tués à l' interface sang-LCR, occupent une posi tion clé pour 

participer il cette protection immunitaire. L'examen systématique en microscopie électronique 

a penlli s la mise en év idence des cell ules denclritiques intra-épithéliales, de phénotype 

monocytaire mais secrétant de l'IL-lO et n'exprimant aucun signal de co-activation , ce qui 

suggère leur implication dans les phénomènes de tolérance de l'organisme vis à vis des 

antigènes cérébraux. Des modifications de leurs propriétés de présentation des antigènes 

cérébraux pourraient provoquer une rupture de la tolérance immunitaire et expliquer 

l'apparition de certaines maladies auto-immunes tell es que la sclérose en plaques. 

En conclusion, la présence de cellules dendritiques intra-épithéliales au niveau des PC 

suggère que ces derniers, en plus de leurs fonctions de synthèse, de transport, et d'épuration 

du LCR pOUlTaient être impliqués dans le privi lège immunitaire cérébral. 

Le LCR de patients sou ffrant de MA présente une baisse des taux de TIR et de folates 

ainsi qu'une augmentation du taux des corps d'Amadori. Ces faits suggèrent une altération 

des fonctions de synthèse, de transport et de sécrétion paraissant participer à la pathogénie de 

cette affection. Ces anomalies son t probablement secondai res à l' atrophie épithéliale, 

l' épaississement de la ME épithéliale et à la fibrose du stroma des vi llosités choroïdiennes. La 

découverte d'anticorps anti ME épithél iale in situ et dans le sénlm de malades atteints de MA, 

évoque des altérations d'origine immunologique. 

Une partie de ces données est résumée dans le schéma 11 -1 et la figure 11 -2. 



11-1 Rôle potentiel des PC dans la pathogénie de la MA 

~ Mutations APP 
'~ 
;,1 PS1, PS2 

ApoE4 

~~' j'if;; 'd!.'&:',,,,~,c~ .', .~ ~._. 

1 .:: PS DNF 
~ " 

apoptose 
inflammation 

Vieillissement 

Atrophie 
cérébrale 

augmenté 

Glycation des 
protéines du LCR 

Vieillis'sement 
Anticorps 

anti-MB épithéliale 

Altération 
des PC 

Turn over 
du LCR 
diminué 



11-2 Coupe schématique d ' une villosité choroïdienne 
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Autoanticorps anti-plexus choroïdes et démence 
JM Serotl.

2
, MC Béné2

, C Jeandel J
, M Couturier' , JM Frasie ' , GC Faure" 

L<.!s plexus choroïues (PC) sécrètent le LCR .: t certains de 
ses composants uont /es vitamines B 12, B6. C. E. I.:s l'obtes. 
la préalbumine et u.:s facteurs ue cro issa nce , Ils sont formés 
ue vi llos ités co mprenant un ~ l.~ e capiliJire entouré par un 
stromJ lui -mème recouvert par un ép ithé lium, Les membra
nes basa les ép ithéliale et endoth t:! liale SO nt bien inuividuali 
sées, ,-\u co urs de la maladi e u ·A lzheimer. d'important s 
troubles ue l' hydrJulique uu LCR ont été mis en év idence : 
les taux ue viramine B 12 et de préalbumine bai sse nt. ues 
autoanticorps apparaisse nt parmi lesq ue ls des allli corps anti
membrane basale épithéliale de Pc. 

Nous Jvons étudié en immunotluorescence les PC de :0 pa
tients; 10 présentaielllune maladie d' Alzheimer sporauique. 5 
une démence vasculaire. 1 une démence mi xte, 1 un syndrome 
de Down et 3. âgés de plus de 6S ans. avaient des fonctions 
supérieures normales. Chez les 10 patients atteillls de maladie 
d ' Alzheimer. les PC présentaient le long de la membrane basale 
épithéliale des dépôts linéaires et segmentaires d ' IgG et de 

C lq : chez 11 nlalatb . il e:xistait c'gakme:nt de:s dép<J{s linc'ai
re:s JïglVI. L~l bmin,ne et la lïbrone:ctine de b membrane: 
basale épith<!liak étaie:1ll très allérée:s J~1I1S X l'~IS. 1':IIl11i Ie:~ 
1 () alltres palle:nts. un déme:11l vasculaire et UI1 témoin pré 
sentaiel1l Jes dép<its peu importants ue C Ilj le long de la 
membrane basale épithéliale: la laminine ct la libronectinc 
étaient intactes dJns tous les cas SJuf chez 1 témoi n. 
L'apparition d'autoanticorps anti -membrane basale épithélialc 
ue PC semble Jinsi étre une nouvelle caractéristique spécifiquc 
ue la maladie u' Alzheimer. LJ formation ue complexes immuns 
in sicu pourrait expliquer les Jltérations ue IJ IJminine et ue 1:1 
tïbronectine et les troubles ue la perméJbilité de la barrière 
sanglLCR. La présence de ces anticorps dans le s:1ng péri phé
rique pourrait apporter une Jide au diagnostic. 

1 Service de medecine inteme, Hôtel-Dieu. 54350 Mont-Saint-Martin ' 
2 Laboratoire d'immunologie, {acuite de medecine, 54500 Vandœ~vre
lès-Nancy ; 

J Service de medecine 8, hôpital de 8rabois, 54500 Vandœuvre-Iès
Nancy, France 
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ETUDE COMPARATIVE EN IMMUNOFLUORESCENCE DES PLEXUS 
CHOROIDES DE SUJETS AGES NORMAUX, DE DEMENTS SENlLES 
ET V ASCULURES 

Sero! lM 1.2, Béné MCz, Faure GC2 
1 Hôtel-Dieu, 54350 Mont-Saint-Manin (France). 
2 Lab. d'Immunologie. Fac. de Mèd., 54500 Vandoeu

vre-les-Nancy (France). 
Les plexus choroïdes (PC) sont formés de 

villosités, contenant des capillaires entourés d'un tissu 
interstitiel lui- même recouvert d'un épithélium. Au 
cours de la maladie d'Alzheimer (AD), la sécrétion du 
LCR et de certains de ses composants est diminuée. 

Nous avons étudié, en irnmunofluorescence, les 
cerveaLLx et les PC de 25 patients: 5 avaient des 
fonctions supérieures normales, 13 présentaient une 
AD, 6 une démence vasculaire, 1 une démence mixte. 

Les PC des témoins et des déments vasculaires et 
mixte ne présentaient aucun dépôt d'Ig; de faibles 
dépôts de Cl q ont été trouvés dans le tissu interstitiel 
d'l témoin et de 2 déments vasculaires . Chez les 13 
patients atteints d'AD, le long de la membrane basale 
(MB) épithéliale choroïdienne, des dépôts linéaires et 
segmentaires d'IgG, d'IgM et de Clq ont été mis en 
évidence, la laminine et la fibronectine de cette MB 
étaient plus ou moins fragmentées dans Il cas. 

Ces anomalies pourraient être responsables de 
certaines modifications de la composition du LCR et les 
anticorps anti-MB épithéliale de PC constituer un 
marqueur périphérique de maladie d'Alzheimer. 
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FORMATION IN GLUTAMINE SYNTHETASE. PLEXUS IN ALZHEIMER DISEASE AND AGEING. 

Michael Aksenov. Marina Aksenova, John Carney, D. Allan Butterfie/d. 

Department of Pharmacology and Department ofChemistry and Center 
on Membrane Sciences, University of Kentucky, Lexington, KY. 

It was previously dernonstrated that A~ peptides generate ROS in 
oxygenated solutions, and there is a significant body of evidence which 
suggests that beta amyloid peptide is a potential prooxidant. However, it 
is not clear if toxic Ap can directly oxidize cell proteins, or if the ex cess 
protein oxidation is a consequence of intracellular ROS production 
stimulated by Ap. 

Glutamine synthetase (GS) either of mammalian or bacterial 
origin is known as a classical model for studying the oxidative 
modification ofproteins by ROS-generating systems, and the inactivation 
ofGS by metal-catalyzed oxidation systems results in increase of the 
carbonyl content. Consequently, an increase of the carbonyl content in 
pure GS treated by Ap would provide direct evidence for peptide
associated free radicals to cause oxidative modification of pro teins. 

After co-incubation of pure ovine GS with AP(25-35) the level of 
protein oxidation was determined using an Oxidized Protein Detection Kit 
(Oxyblot, ONCOR lnc ), and at the same time the level of 
immunoreactive GS was determined by Western blot. Oxyblots and 
Western blots \Vere digitized and quantified by computer assisted imaging. 

When normalized to the immunoreactive GS content, the protein 
carbonyl content in GS treated with AP(25-35) was found to be twice that 
of control, whereas the oxidation of GS by 50 ~M Fe'21H20~ increased 
the carbonyl content 1.5 times compared to control . The addition of 
A~(25-35) and Fe-21H,O, together to pure GS led to a 10-fold increase in 
carbonyl content. This' is' the tirst demonstration that Ap is able to produce 
oxidative damage in proteins in a simple in vitro system containing only 
amyloid beta peptide. the protein of interest. and water or appropriate 
buffer. 

This work \Vas supported in part by NIH grants AG-/0836 and AG-
05119. 

l'd!EI Activation of the TrkA NGF receptor prevents beta 
amyloid-evoked reductions in acetylcholine levels in basal 
forebrain-derived SN56 cells. 

Brygida Berse and Jan KIZysztof Blusztajn 

Boston University Schoo/ of Medicine. Boston MA 02 118 

We have observed that submicromolar concentrations ofbeta amyloid 
peptides reduce acetylcholine synthesis in murine basal forebrain 
SN56 cells [Pedersen et al. (1996) PNAS 93:8068) . In order to 
deternline the effect ofNGF on the anticholinergic actions ofbeta 
amyloid, we used wild type SN56 ce Ils (which lack TrkA) and 
constructed stable transfectants of SN56 ce Ils expressing TrkA. 
Stimulation of the TrkA-positive transfectants (clone T22) with NGF 
increased tyrosine phosphorylation of multiple protein species, 
including the adapter protein SHC, and caused elevations of 
intracellular calcium concentrations. NGF also increased the 
abundance of vesicular acety lcholine transporter mRNA in T22 cells . 
T22 ce Ils were then treated with beta amylo id (1-42; 100 nM), NGF 
(100 ng/ml) or both for 48 h and acetylcho line content was 
determined. P amyloid reduced the acetylcholine content ofT22 ce Ils 
by 20%. NGF totally prevented those reductions but failed to do so in 
the untransfected SN56 cells. These results show that activat ion of 
TrkA by NGF pre vents the anticho linergic actions of P amylo id. 

Supported byan NIH grant AG09525. 

Marie C Béné, Jean Marie Sera t, Bernard Foliguet, 
Georges Grignon, Gilbert C Faure 

Lab lmmunol & Electron Microscopy, Fac Medicine, 
UHP Nancy - Hôpital Mont Saint Martin. France. 

Choroid plexus (CP) basement membrane and epithelial cells are 
critically involved in the secretory and filtrating functions ofthis 
organ, responsible for the production and epuration ofCSF. As 
anomalies in the hydraulics and composition of the latter have been 
reported in Alzheimer's disease (AD) we hypothesised that CP cou Id 
be modified in this disorder, and performed a morphometric study of 
CP sampi es obtained post mortem from 18 patients: 1 newbom,7 
aged not demented controls and 10 AD patients (NINCDS-ADRDA 
criteria). 

Ultrastructural examination showed a significant thickening of CP 
epithelial basement membrane and stroma fibrosis, nearly 
pathohgnomonic of AD, parallelled by a significant flattening of 
epithelial ceUs. Between the latter, in ail cases, we were ab le to 
disclose the presence of a possibly new type of CP ce Ils , displaying 
many of the features of dendritic ce Us (DC), with a frequency 'of about 
III 00 epithelial cells. These DC-like cells had no tight junctions, but 
often were in close contact with the basement membrane. They had 
numerous contacts with epithelial ce Ils. Immunofluorescence 
examination of adjacent CP frozen-cut sections confirmed that these 
ce Us displayed the morphology and immunophenotypic features of 
DC. They were brightly stained for HLA-Class II antigens in AD 
patients. These ce lls could have a key role in the immunosurveillance 
of the central nervous system, and be invo lved in the auto-immune 
disorders of AD. 

l'd!!I ABSENCE OF ENTORHINAL CORTEX 
INFLAMMATION IN PATIENTS WITHOUT mSTORY OF 
DEMENTIA BUT WITH SUBSTANTlAL AMYLOID $ 
PEPTIDE DEPOSITION AND NEUROFffiRlLLARY TANGLE 
FORMATION. 

Libuse Brachova, Lih-Fen Lue, and Joseph R ogers. 
S un Health Research Institute, 105/5 West Sama Fe Dn"'ve. 

Sun City, AZ 85372. USA 

We have investigated a subset of patients who came to 
autopsy without clinical history of dementia but who nonetheless 
exhibited sufficient entorhinal amyloid $ peptide deposition and 
neurofibrillary tangle formation to otherwise qualify for the diagnosis 
of Alzheimer's disese (AD). We have termed this subset "high 
pathology contro ls" (HPC) to dist inguish them from the more ususal 
nondemented e lderly control patients with little or no AD pathology 
("low pathology contraIs", LPC). We have evaluated HPC, LPC, and 
AD patients using markers for neurodegeneration (synaptophysin 
level), A$ de position (counts of A$ immunoreactive and compacted. 
thioflavine histofluorescent plaques), NFT formation (counlS ofNFT), 
and inflammation (C5-b9 immunoreactivity). Our data suggest that 
int1ammation must co-occur with A$ deposition and NFT formation 
before significant neurogeneration is induced in AD. Int1ammation, as 
measured by C5b-9 immunoreactivity, was profusely present in AD 
tissue surrounding plaques, NFT, and neuropil threads . In contrast, 
HPC patients showed only a weak inflammatory response with few 
plaques and NFT immunoreactive for C5b-9. LPC patients had no 
detectable C5b-9 plaques and tangles. 
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ONSET ALZHEIMER'S DISEASE. monocytes into macrophages 

GilberT C Faure. Jean Marie Serat, Bernard Gobert, Marie C Béné M. Fiala, S. Kang, X-H Gan, S. Hama, M. Graves, D. Lorton. 

Lab Immunol, Fac Medicine, UHP Nancy _ Hôpital Mont Saint Departments ofNeuralogy and Medicine, UCLA School of Medicine, 
Martin . France. Los Angeles, CA 90095 and 

Several immunological abnonnalities have been reported in 
Alzheimer's disease (AD), such as anti-cholinergic neurones and anti
vascular basement membrane (BM) antibodies. We report in situ and 
in \·itro studies indicating the participation of anti-choroid plexus (CP) 
BM antibodies in AD. 

CP and bra in tissue from 52 patients were removed within 24 hours 
after death . These subjects were diagnosed as having suffered from 
AD in 32 cases (NINCDS-ADRDA criteria). The control series 
included 1 newbom,2 young patients with Down 's syndrome or post
traumatic dementia, 8 elderly patients with multi-infarct dementia 
(MID) and 9 non demented elderly patients. Indirect 
immunofluorescence (IF) on brain ti ssue conftnned the presence of 
senil e plaques and neurofibrillary tangles in AD patients only. Direct 
IF on frozen-cut CP sections from AD patients evidenced linear 
deposits of IgG in 30 cases, and of IgM in 18 cases, along the 
epithelial MB . Granular endovascular deposits of IgM were present in 
30 cases. and granular Clq deposits in the stroma in 27. There was no 
significant labelling with anti-lgA or anti-C3 antisera. Among control 
subjects, minimallabelling was only observed in 3 MID and 3 non 
demented patients. Anti-CP BM antibodies were investi gated in an 
ELIS A assay set up with a protein extract of rat CP, and found in 85% 
of AD patients vs. 44% ofnon-AD pati ents (X2 : p=0.0003), in a 
series of samples collected from 80 living patients. These data confinn 
the presence of specific anonnalies of CPthat could be invol ved in the 
pathogenesis of AD. 

ElfI TIffi EFFECTS OF fi-AMYLOID(25-35) AND 
HYDROGEN PEROXIDE UPON RECEPTOR-MEDIATED 
CALCIUM MOBILISATION. 

Christopher 1. Fowler and Gunnar Tiger, Department of 
Pharmacology, UmeŒ Uni versity, S-901 87 UmeŒ, Sweden. 

fi-Amyloid is able to produce free radicals in vitra, and it has been 
suggested that this may be involved in its neurotoxi city. Given that 
altered calcium signalling is found in Alzheimer's disease (see Gibson 
et al., Biochim. Biophys. Acta 1316 [1996] 71-77), and that hydrogen 
peroxide can uncouple receptor-mediated phosphoinositide responses 
(Tiger & Fowler, abstract at this conference) , we compared the effects 
of (\-amyloid and hydrogen peroxide upon calcium signalling in a 
model system. Platelet rich plasma sampi es from healthy volunteers 
were incubated with Fura-2AM. After washing, the Fura-2 labelled 
platelets were used for fluorimetric detennination of intracellular 
calcium. Both hydrogen peroxide and the (\-amyloid(25-35) fragment 
concentration-dependently produced intracellular calcium signais 
within 10 sec of addition. The signal produced by J3-amyloid(25-35) 
was, however, stronger than the corresponding response to hydrogen 
peroxide. Thus, 70 ~M J3-amyloid(25-35) produced an increase in the 
calcium signal of --67 ratio units, whereas 500 ~M hydrogen peroxide 
produced an increase of -22 ratio units . Addition ofthrombin (52 mU/ 
ml) produced a robust increase in the calcium signai. 
J3-Amyloid(25-35) had little effect on the thrombin response, whereas 
a concentration-dependent reduction was seen with hydrogen 
peroxide. From these experiments, it can be concluded that both 
(\-amyloid(25-35) and hydrogen peroxide affect calcium signalling in 
human platelets , but that there are qualitative differences in their 
effects. 

Sun Health Research Institute, Sun City, AZ 85372 

IL- I a-positive microglia appear to have a prominent role in the 
development of senile plaques in the brain of patients with 
Alzheimer's disease (AD). Amyloid-~ (A~) (1-42) has been shown to 
induce proinflammatory cy tokines in glial cultures and IL-I ~ in LPS
activated monocytoid cells, and to activate peritoneal macrophages. 
We have investigated the effects of A~ (1 and 0.1 )lM) , reverse A~ (1 
)lM) , and bacteriallipopolysaccharide (LPS) (1 and 0.1 ~g/ml ) on 
production ofIL-l~, TNF-a, IL-6, IL-I 0 and IL-1 2 (measured by 
ELISA) by cultured human monocytes and monocyte/derived 
macrophages. Monocytes from nonnal blood donors were isolated by 
a modification of the Recalde hypertonie saline technique and were 
cultured in 24-well T.C. plates (500,000 monocytes per weil) for 7 -
10 days in RPMI medium with 10% autologous serum. Cytokine 
secretion by monocytes (after 40 hr in culture) was significantly 
increased by LPS but not by A~ or reverse A~ , and LPS with A~ (1 
)lM) showed insignificant synergistic effect. Macrophages (7- 10 days 
in culture) released no IL-I ~ even after stimulation with LPS and Ap. 
After washing off nonadherent lymphocytes. adherent macrophages 
were quantified by the MTT assay (Sigma). The average O.D. (570 
nM) MTT ratios of the of macrophages differentiated in presence of 
A~ (1 ~M) compared to no A~ were 1.6 and 4.9 with IWO donors. We 
speculate that A~ eflects on increased differentiation of monocytes 
into macrophages could increase inflammation in the brain of AD 
patients. 

fIliI Can Cataract be an Amyloidogenic Disease? 

Peter Frederikse, Joram Piatigorsky and 1. Samuel Zig 1er. 
NIH, Bethesda MD 20892 

Senile cataracts and Alzheimer's senile dementia (AD) are 
diseases ofprotein aggregation linked to oxidative stress . Therefore 
we investiga ted cataract as a possible amyloidogenic disease. 
Previously we demonstrated that ~APP and A~ increased in the 
epithelium and cortex of intact monkey and rat lenses treated with 
H202 or UV radiation (known cataractogenic agents). Incubation of 
lens epithelial cells with A~ (1-40) or (25-35 ) produced vacuoles and 
was cytotoxic. Here we demonstrate the utility of classic AD stains to 
investigate a third aspect of amyloid disease: protein structure. 
Congo Red and fluorescent Thioflavine T and S stains react with the 
central region (nucleus) of mouse, guinea pig and human lenses, 
indicating that higher order ~-sheet structure is part of the nonnal 
lens. We demonstrate shifted fluorescence emission from the lens 
cortex in a congenital guinea pig cataract, suggesting that these stains 
might be routinely used to investigate amyloid in both normal and 
cataractous lenses . Vacuoles (a hallmark of several types of cataract 
fonnation), amyloid staining, and A~, co-Iocalize to regions of the 
cataractous lens cortex within portions of the elongated cells that 
contain the cellular nucleus. Our results are consistent with the idea 
that A~, amyloid and vacuole production are part of an inappropriate 
proliferative response to oxidative stress, and contribute to the 
mechanism by which oxidative damage leads to decreased cell 
viability and ultimately to lens opacification. 
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ETUDE MORPHOMETRIQUE DES PLEXUS CHOROïDES AU 
COURS DU VIEILLISSEMENT ET DE LA MALADIE 
D'ALZHEIMER 
J.M. Sero!, B. Foliguet, M.C. Béné, G.C. Faure 

Laboratoire d'Immunologie et d'Histologie, Faculté de 
Médecine, 54500 Vandoeuvre Les Nancy (France) 

Les troubles de l'hydraulique du Liquide Céphalorachidien décrits au cours du 
vieillissement et de la Maladie d 'Alzheimer (MA) suggèrent une atte inte 
anatomique ou fonctionnelle des Plexus Choroïdes (PC), nous avons donc réalisé 
une étude morphométrique, en microscopie optique et électronique, des PC de 18 
patients: 1 nouveau-né, 7 témoins âgés (5 femmes, 2 hommes ; 88.28+4.86 a ns) 
e t 10 patients (7 femmes. 3 hommes; 84.2+5.97 ans) atteints de Maladie 
d 'Alzheimer. Tous les sujets souffrant de MA présentaient lors de l'examen 
anatomopathologique post-mortem de nombreuses plaques séniles et 
dégénerescences neurofibrillaires au niveau du neocortex et de l'hippocampe. 

Les PC sont c lassiquement formés de villosités recouvertes par un épithelium 
cubique cilié reposant sur une membrane basale (MB), et séparé de l'axe 
vasculaire central par un stroma fibroconjonctif. Chez le nouveau-né, les cellules 
épithéliales mesuraient 15.22+3.57 II de hauteur et reposaient sur une MB 
épithéliale tine et régu lière (94 .1 5+24.58 nM). Chez les témoins âgés le stroma 
étai t légèrement plus abondant , la MB épithéliale épaissie (279.82+121 nM), les 
cellules ép ithéliales contenaient de nombreux.dépôts de lipofuchsine et des corps 
de Biondi, leur hauteur éta it diminuée (13 .55+2.54 pl, ces 2 va leurs étant 
significativement différentes de celles trouvées chez l'enfant (p<O.OOO 1). Chez 
les patients souffrant de MA, le stroma était épaissi irrégulièrement parfois de 
façon considérable, l'épaisseur de la MB épithéliale (352.74+227.94 nM) était 
augmentée par rapport à ce lle renco ntrée chez le nouveau-né et chez les 
témoins âgés (p<O.OOO 1) ; la hauteur des cellules épithél iales (10.53+2.55 p) était 
ne tte ment différente de ce lle constatée chez l'enfant et chez les témo ins 
(p<O.OOO 1). Ces modifications expliquent vraisemblablement, au cours de la MA, 
les troubles de l'hydraulique du LCR et la diminution des taux de transthyrétine 
dans le LCR, une molécule synthéti sée par les ce llules épithéliales des PC qui 
seques tre la protei ne p-amyloïde et l'empêche de précipiter. 

Mots-Clés: 
plexus choroïdes. vieillissement. maladie d'Alzheimer, transthyrétine. 
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Etude des fonctions de synthèse et de transport des plexus choroïdes au cours du vieillissement et de la 
Maladie d'Alzheimer. 

J.M. Serai, D. Christmann, T. Dubost, M.C. Bene, G.c. Faure 

Hôtel Dieu - 54350 MONT SAINT MARTIN 

Les auteurs ont étudié, dans une série rétrospective de 118 liquides céphalorachidiens (LCR), les variations des 
taux de transthyrétine (une molécule synthétisée par les plexus choroïdes (PC) qui séquestre la protéine 
amyloïde) et de folates (une molécule transportée du sang vers le LCR par les PC) au cours du vieillissement et 
de la maladie d'Alzheimer (MA). Les taux de transthyrétine augmentent avec l'âge (15,38 mg/l chez les moins de 
20 ans ; 17,44 mg/1 chez les sujets compris entre 20 et 60 ans; 18,75 mg/l chez les témoins âgés de plus de 60 
ans) et diminuent significativement au cours de la MA (16,61 mg/l ; < 0,0001). Les taux de folates sont stables 
lors du vieillissement (10,53 ng/m1 chez les sujets d'âge moyen ; 10,33 ng/ml chez les témoins âgés), ils chutent 
significativement au cours de la MA (8 ,26 ng/ml ; p < 0,001) . Ces résultats sont à rapprocher des modifications 
anatomiques des PC décrites au cours de la MA ; l'altération des fonctions de synthèse et de transport pourrait 
jouer un rôle dans la pathogénie de cette affection par diminution de la séquestration de la protéine amyloïde et 
chute du transport de nombreuses molécules et plus particulièrement les vitamines C et E, ces deux molécules 
transportées par les PC étant les principaux capteurs de radicaux libres du cerveau. 
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MDRPHOLOGICAJ .. , IMM-UNOLOGICAL AND FUNCTIONAL ALTERATIONS OF CHOROID 
PLEXUS IN ALZHEIMER'S DISEASE. 
GC Faure, MC Béné, lM Serol. 
Laboratoire d'Immunologie, Faculté de Médecine, UHP Nancy 1 et CHU de Nancy. France 

Choroid plexuses arc respollsible for the production of cerebrospinal fluid (CSF), synthesize severa l CSF 
proteins, transport llIunerous molecules from blood to CSF, scavenge some CSF components from brain 
ll1etabolisll1. This work, allalysing CP morpho logy, hmllunology and function in aging control subjccts and 
patients with Alzheimer's disease, is based on the hypothesis that CP could be involved in the 
imlllllnosurveillallce of the brain and in the pathogellesis of AD. 
Morphologically, aging of CP, in rats and humans, Îs characterized by epithelial atTophy and thickenillg of 
epithelia l basement membrane (DM). In AD patients, these anomalies are signifîcantly increased. Biochemically, 
lower levels of folate and transthyrelin were found in AD patients supporting specific alterations of CP transport 
and synthesis funclions in Ih is disease. Likewise, CSF accumulation of Amadori products cou ld be relaled to an 
increased glyca tion ofCSF proteins due 10 an impairment ofCSF circu latioll. 
Senun anti-epithelial BM aulo-antibodies were found sigllificant ly more frcquently in AD patients Ihan in 
control subjects. Immunologieal invest igations of choroid plexuses obtained postmortem showed IgG, IgM 
and/or Clq deposits along the epithelial DM in mosl patients. These immunological anoma lies could be 
responsiblc for formcrly described morphological and functiona l alteralions. 
Intra-epithclial dcndritic cells \Vere disclosed ill electrolllllicroscopy. Their topography, their illlmunophenotype 
ofmonocylic origin and their ability 10 secrete IL-JO support t.beir participation to the immunological silence of 
the bra in. 

ULTRASTRUCTURAL MODIFICATIONS OF CHOROID PLEXUS IN AGED RATS 
lM Serot, MC Béné, GC Faure. 
Laboratoire d'Immunologie, Faculté de Médecine, UHp Nancy 1 el CHU de Nancy 

Epithelial and endothelial interfaces Illoq)hological alterations have been described in aging, snch as th ickening 
of basemenl membranes and modifications of epithelial and endothelial cells. No data are available on choroid 
plexus (CP) which play a major l'ole in Tleurophysiology and pathology. 
An ullraslmclural morphollletric sludy was carried oui in Ihree groups of Spraglle -Dawley rats, respeetively 6, 
18 and 30 Illonths of age. Afler fixation, dehydration and inclusion, semi-thin sections of CP \Vere studied tlsing 
a transmission cleclron microscope and an image analyser. 
Epithelial eells ofchoroid plexus villosities were cubic in shape al6 monlhs, more dome-like al 18 months, and 
significantly flattened at 30 months of age. Epithelial basement membranes, thin and regular at 6 Illonths, wcre 
significantly thicker at 18 months, and evell morc thickcr and irrcgular al 30 monlhs. Endothelial thickening \Vas 
also significant as early as 18 months. lnlravilllous stroma inereased at 18 mOllths and appeared vcry 
inhomogeneolLsly altered at 30 months. 
Ncither lipofuchsin deposits, Biondi fing langles were observed in epilhelial cells, or psammornas in stroma , 
contrary 10 \Vhat is seen in human CP. Aging of choroid plexus is characterized by epithelial atrophy, thickcning 
of epithc\ial and enclothclial basement membranes and collagen deposition in stroma. 111esc morphological 
alteralions of choroid plexus should be laken into accounl in the inlerpretation of experimcntal modcls in rats and 
Ihey cou Id bc related 10 fllllciiona i alteraliolls of the CP blood barrier. 
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Antibodies to choroid plexus in senile dementia 
of Alzheimer's type 

J M Sero t, M C Béné, D Gobert, D Christmann, B Leheup, G C Faure 

Abs tract 
Aims: To inves tigate \Vhether autoanti
bodies to choroid plexus are present in 
human senile dementia . 
M ethods: Serum samples from 40 elderly 
people presenting \Vith characteristie, 
d iagnostic criteria of se nile demcntia of 
Alzheimer's type and 20 'Ige match cd 
healthy controls were tested by indirect 
im1l1Unofluorescence for the presen ce of 
a utoantibodies to choroid plexuses, lIsing 
fro;r.cn sections orrat or hum an fetal brain 
tissue, 
Results: Significant labeUing of choroid 
plexus basem ent mel11brane \Vas observed 
in 17 of the 40 samilles from patiems \Vith 
senile dem entia; in the control series one 
sample of rat but not human plexus 
labcl1cd pos itively (p < 0'01 ) . 
Corlclusiom~: The alltibodies identified in 
this series of patients with Alzheimer's 
disease s uggest that autoimmune mecha
ni sllls might be responsible for sOllle of 
the changes in ccrebrospinal Huid produc
tion described in this disorder. 

Choroid plexuses are highly vascularised struc
tures Ihal contain numerous capillarÎcs sur
rounded by Il bascment membrane whÎch 
separalcs them from overlying epithclial cells. 
They are active in filtrmion and secretion 
(vitamins B I 2, 86, C and E, thyroxin, folales, 
prealbumin) a process important in the pro
duction and delivery of cerebrospinal f1uid into 
the brain. Several changes in the choroid 
plexus have Decn dcscribed in relation ta 
age.! ~ They include a proliferation of the 
underlying connective tissue, f1anened epithe
liaI cells, focal st ra tification, and the appear
ance of intraepithelial !ipid vacuoles, 
psammoma bodies, or cysts. T hese al!erations 
are considered respollsible for the deerease in 
ccrebrospinal f1uid production from 0·41 ml! 
mn :lt age 2B ta 0' 19 ml/mn at age 77. 3 In 
senile dementia syndromes,4 ~ mainly of AI1.
heimer's type. scinticisternographic studies 
have shown a change in cerebrospinal f1uid 
hydrllutiq, suggcsting that the choroid plexus 
could be altered in tilese diseases. This notion 
is also sustaincd by the lowered secretion of 
prealburnin reported by Riis0en.6 Decause 
autoantibodies increase wit.h age," and neuron 
binding tllltibodies had been described in 
Alzheimer's discase,~ we hypothesised Ihat 
plexus relaled tl1ltibodics could be involved in 

the changes in cerebrospinal f1uid production 
whieh occur in this disorder. 

Me thods 
Two groups were tested. Group 1 included 40 
elderly people (mean age 84'8, range 74 to 94 
years) from a nursing home, presenting wilh 
characterislic features of sen ile dementia of 
Alzheimer's type (SDAT). Therc were eight 
men and 32 women and they fu lfilled the 
diagnostic criteria of the N INCDS-ADRDA 
work group,9 

Group Il was a control series of 20 age 
matched (mean age 8 1,5, range 75 to 90 yea rs) 
psychologically, and neurologically normal 
individuals with various non-neurologieal dis
orders. Ali had a Foistein mini-mental stalus 
higher than 24, 

Serum samples [rom each individu al were 
forwa rded to clle immunology Jaboratory 
where aliquots were kepl frozen at - 30' C 
undl test cd . 

TISSUE SAMPLES 

Choroid plexus samples were obtained from 
twO sources. One series was obtained by 
dissecling the brain of male Wista r rates. The 
animaIs had been anaesthctised with barbit
urates; killed by cervical disruption, and dis~ 
sected within a few minutes, Choroid plexuses 
were readi!y identified in ùle lateral ventrides, 
and were excised and immediatc!y snap Crozen 
in Iiquid nitrogen. They were then kept at 
- 80' C until used. 

Another series of tests was performed using 
human fetal choroid plexus. This tissue was 
obtained from a medical abortion produet after 
consent of the local ethics committee had been 
obtained. The choroid plexus was excised and 
similarly snap frozen and transferred tO the 
immunology laboratory, where it was then kept 
al - BO·C. 

I~\MUNOFLUORESCENCE STUDIES 

A classic indirect immunofl uorescence tech
nique was used . Ir was applied to ail serum 
samples, using freshly prepared, frozen cut 
4 Iim thick seclions of choroid plexus. These 
sections were obtained nt - 30' C, collected on 
dean glass slides, air dried and rapidly fixed for 
15 seconds in a microwavc oven. T he first 
section of each sample was checked hista
logically after rapid staÎning with toluidine 
blue. The epithelial and v3scular Slfucturcs of 
choroid plexus wcre clcarly visible in ail cases. 
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Serum samplcs were fifsi diluted 1 in 16 in 
phosphate buffercd saline cr BS), then incu
baled on choroid plexus sections for 30 min
utes :11 TQOm Icmpcraturc in moiSI chambers. 
This incubation W:15 fol!owcd by {hree washes 
in PBS. The slides \Vere then covcrcd for 30 
minlllcs \Vith fluorescein isothiocyanatc 
(F1TC) conjugulcd rabbi! serum to humah 
IgG , IgA, and IgM (Diosys, Compiêgne, 
F rance). This second incubation was fo!lowcd 
by anolher series of threc washcs in PUS. TI1C 
si ides \Vere then moumed on PBS/glycerol 
(713) and obscrvcd under ultraviolet light 
microscopy within a fcw hours. Examination 
was pcrformed blind by IWO diffcrcm observers 
using microscopes equipped with Plocm sys
lems of cpi -illumination (Olympus BH2, 
Tokyo, Japan, and Leitz Orthoplan, Weitzlar, 
Germ3ny). Results were expressed qualita. 
tivel~'. 

CONTROl..'; 

The serum samples were further routinc1y 
tested for the presence of other amoamibodies, 
using freshly prepared frozen Cut sections of 
mouse or human tissues. This control series 
included mouse kidney sections for the identi
fication of anti-nuclear, anti~mitochondrial, 

and ami-smOOlh muscle anribodies, as weil as 
human slcin, Jung, kidney and normal brain. 

An enzyme linlced immunosorbent assay 
(ELI SA) Icit for the delection of antigens 10 
collagen llntibodies present in Goodpasture's 
syndrome was used 10 test the patients' sam
pies (Biocarb, Lund, Swcdcn). In Ihis leSt, 
ELISA microwells are coated with collagen IV 
fractions, and the presence of specifie IgG is 
idemified by an immunoenzymatic reaction. 

The distribution of specific antibodies was 
compared between patients and con trois using 
the PearsonNates correction o f the X' test. 

Res ults 
The figure shows the characteristic linear 
fluorescence pattern observed along the base-

/",/iru' i",,"mwj/t'OYClula </<l'"11i1f of ra' chomid plum by ur"", lm", " po,i ... , .vit" 
AI~lIci>J/u's Iy~ wlÎ/t d.ml mia. 

Se"'/I, IJb'l , GoIH:r/, Chris/mO IllI , Lthtup, F'aure 

menr of choroid plexus in 17 of the patients 
and one of the comrols (p < 0'0 1). These d3ta 
were observcd on sections of rat p lexus. The 
[abelling W3S faint er in a few instances, and 
more fragmented in five cases. il was, however, 
nO[ granula r, and appeared very simila r to the 
linear fluorescence patterns that are sometimes 
seen on the glomerular basement membrane in 
Goodpasture's syndrome or on the skin base
ment membrane in bullous pemphigoid. 

Thirteen of these 17 serum sam pies yielded 
the same type of fluorescence pallern on fet al 
choroid plexus tissue. Four rcmained negat ive, 
as did the control sam p[e which was posÎlive on 
rat choroid plexus . 

. Five patients and one control also had 
antinudear antibodies. None of the sera tcstcd 
was positive on skin, [ung, or kidney sections. 
The Goodpasture ELISA test was negative in 
ail cases. Finally, no appreciabJc label1ing was 
observed on normal brain sections. 

Discussion 
Immunologica l disorders are common in eld
erly people,' and often develop as autoimmune 
alterations. This was confirmed in our series of 
patients with SDAT: 12'5% of them had anti
nudear antibodies, an incidence similar to thal 
of previous studies. The appearance of anti
basemen l membrane antibodies is, however, 
not Iypically associated with aging. It is prob
ably rare in memally heallhy individua[s, as 
such antibodies were deleCled in only one of 
our 20 controls (5%). This suggests that the 
high rate observed in the group of SDAT 
patients (42 ,5%) cO\I[d be indicative of 
immunologically mediatcd aherat ions of the 
choroid plexus. The retevance of this observa
tion is strengthened by the high specificity we 
observed for these antibodies. Basement mem
branes are complex structures, rich in such 
macromolecules as type IV co[]agcn, laminin, 
lleparan sulph:ne, proteoglycans. Their com
position varies according 10 the anatomic 
structure in which they arc found. For 
instancc, the " bu[]ous pemphigoid am igen" is 
selcctively obscrved in skin sam p ics. In ham
ster brain, the monoclona l antibody directed 
agaimt the sulphated g[ycosaminoglycan (gag) 
chains ofhcpa ran sulphatc prOteoglycan recog
nises the basement membrane of choroid 
plexus, bm not Ihat of brain capill aries. '0 [n 
Goodpasture's syndrome, three different 
monomers (respective mo[ccular weights of 
24,26, and 28 ki lodaltons) and two dimers (of 
44 and 50 Icilodaltons) arc recognised by the 
parients' sera in renal g[omeruJcs and tubules, 
as weil as in the lung, placenta, and 30na, 
while only mie monomer (28 Ici[odaltons) and 
one d i mer (50 kilodaltons) arc reactive in 
choroid plexus sections." This tissue select iv
iry was confirmed in ou r series, where only 
choroid plexus membranes reactcd with the 
patients' sera. No capill3ry labclling was seen 
in brain sections, T his suggesls lhal lhe anti
bodies idcntified in this series are different 
from those reported by Pillil, which rcacted 
with the basement membrane o f brain capil
laries. , ~ 
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The choroid plexus structure identified in 
our series also seems tO be weil conserved, as 
simi!ar resuhs were obtained using rat or 
human plexus, and ir appears to be an antigen 
that appears carly in development because rhe 
fetal brain tissue used was from a 23 week old 
concept us. 

Choroid plexuses are seldom involved in 
immunopathological disorders, but the deposi
tion of autoantibodies or immune complexes 
has been reponed before . An cxperimental 
model developed in lhe rabbir was rcponed by 
Koss el al'): injection of bovine serum albumin 
and Freund's complete adjuvant resulted in 
the devetopment of acute serum sickness, and 
linear and/or granular deposits of IgG could be 
idemified along the choroid plexus basement 
membrane. A !ymphoplasmocytic infiltratc was 
a!so present in this area. Severa! disorders in 
man have been reponed ta involve the choroid 
plexus. Sisson er al described a specifie label
ling of the lamina rara interna in Goodpasture 
syndrome. ,. In 75% of a series ofpatiems wi[h 
hepalosplenic schistosomiasis Pitella et al 
observed linear or nodular deposi ts of IgA, 
IgG, and C3, along (he ùlÎckened basement 
membrane of choroid plexus. " The same 
authors reponed similar deposils in 10 out of 
12 paliems wÎlh liver cirrhosis, '6 '7 and in a 
pOSI mortem slUdy of the brain of 25 patients 
with hypertension, showed segmental granular 
deposils of immune complexes in five cases. 
1-listOlogical observation of these same samples 
also showed a periodic acid Schiff (PAS) 
posilive homogeneous substance, locaœd near 
Ihe Ihickened choroid plexus basement mem
brane in 12 cases. These authors concluded 
that hypenension had increased vascular per
meability, permitting the filtralion of immune 
complexes later Irapped by immunoglobulin 
and complement receptors. Deposited 
imm\me complexes were also described along 
the basemcnt membrane between endothelial 
and epilhelial cells in a series of patiellls with 
syslemîc lupus erylhemalOsus (SLE). "Trans
mission c!ectron microscopy showed inter
stitial dense deposi ls between the two cel! 
layers. while no lesions were seen in brain 
tissue. Peress and Lcvi~e hYPolhesised that in 
SLE the deposil ion ofimmunoglobulins resul
tcd in an increased pcrmeabiliry of the blood
brain barrier. allowing the filtratio n of such 
macromoleculcs as brain specific autoanti
bodies which !ed to the frequcnt neuro
psychiatric disorders reponed in this 
disease. ,<> 2 0 It is suiking, however. that such 
ment a! anomalies do not develop in schistoso
miasis or Goodpasture's syndrome. 

In SDAT severa! authors failed tO demon
strate altcralions of the blood-brain bar
rier." ~2 It could be Ihal [he aUloantibodies wc 
observed hat! not developed in such patients, 
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or were IlOI promincOl enough to result in 
measurab!e alterations. Our hypothesis of an 
autoimmune componem in Ihe developmeOl 
of Alzheimer's disease is supponed by several 
repons, and, indireetly, by a receOl repon from 
M cGeer el 01." Thcse authofs described the 
striking absence of SDAT in patients wilh 
rheumalOid arthritis, suggesling that patients 
with SDAT might benefi[ from Ihe immuno
suppressiw regimens adminislcred in rheuma
loid arthrÎlis or Goodpasture's syndrome. 

Ounn J, Korn.han JN. His.ologic changes within 'he 
chomid plexus of ,he b,e ... 1 vomricle: ,hdr rela,ion '0 
.ge. /11">,,, CJi~ l'roc 19S5;10:6<l1-16. 

2 Shu.ngsho,i S, Ne .. ky IIIG. Hum.n choroid plexus. Mor_ 
phologie and hi$wchcmic.l .h .... ,ions with age. Am J 
Alli" 1910;128:73- 96. 

1 lII.y C, K.yc lA, A,aek JR, S.hapiro MB, l' ricdl.nd KP, 
Kapopon SI. C"rebrospin.1 nuid produc,ion i • • educed 
in ho.hhy aginG. N . mu/orY 1990;~0:500-1. 

4 SOhn RS, Siegel BA, Gado M, ·t"",ck RAt. AI~heime,·s 
disuse wi,h .bnorm.1 cuebro'pinat Iluid rtow. Ne""l/QrY 
1913;21:1058- 6S. 

S Ilru" G, CJ.udi~ni F, J'leeardo A, l':i.io N. S'occh K. 
Scin!ki .. ~,noHraphy in l'resenile and seni!e degenen.ive 
disoue. 1",/ J N~"roI Sci 1990; 11:43-1. 

(> Riisocn H. Kcduced prealbu",in (Illlnnhyte,in) in CS" of 
scverely dememed p.riem. wi.h Almeimer'. disoue. A",. 
Ntuml &olld 1988;78:455- 9. 

1 Mouli •• R, Proust J, Wang A, Congy E Age-related inern,e 
in .Uloan"bodie •. Lo~w 1984;i:1 128- 9. 

8 ...... ncc&Chi R, Comol. M, N.mm' R, <l al. N~uro,,·binding 
. ntibo<!ics in Alzheimer, d,solsc and Down',syndrome. 
J Ouon/al 1989;44: 128-30. 

9 MeKhann G, Oraehmann 0, Folsre;n M, K".m.nn K. 
Pric. 0, S .. dlan EM. Clinic.1 di.gn""i, of Alzheimer', 
discase. N'/lrolV 19801;14:939-'1'1. 

10 Snow AD, W,ghrTN, Noehl;n D,,, dl. hnmunolocaliza,ion 
of hep .... n suIf ... prmeoglycan, '0 ,h~ l'rion prmein 
amyloid plaquo. of Ge ... mann-S.rau .. ler syndrome, 
Crcu •• fdd'-Jakoh d,sease and &COI pi •. Lob I"V<J/ 1990; 
61:601- 1 L 

Il Weher K, l'uUiG 0, Kohle. H. Oim,bution of Goodpa'tu.c 
.mi8"ns wi,hin .... ious h"m.n bos.men. melllbrone •. 
N.ph"" Didl TYa~'pI"", 1990;5:87-93. 

12 "'llit HM, Kcm.ny E, Luine V, Wekller ME, Zabriskie JI3. 
Ami ... &cul.r .ntibodies in rhe ,.", of pa,ien" wi,h .enile 
dement ia of .h~ AI·d,ei",.r. 'YI'" J Oeromol 1978; 
42:180-'1. 

J] KO$! MN, Che.n.(kWI, Gri,woldWR, MeI",,,,,h RM. The 
.horoid plexus in leute .crum skkn.". A ",h P",hol 
1913;96:131-'1. 

14 Siuon S. Oysort NK, r i.h AJ. t.oc.liuri<ln of ,he Goud
pa"",," an,ilon by immunoclcctron ",i.mscnpy. CI,'" 
IH""""aI Immunop4/hal 1982;13:414- 9. 

15 l'inclla JEI l, B.mbi"a EA. His!Opathologkal and immuno_ 
n"orClcence study of the choroid plexus in hepalo.pl.ni. 
ochi&fOiOrni.,il m.nron'. Am J TYap Mtd lIyg 1989;41: 
548- 52. 

16 ['imUa lEH, l3.mbin. HA. Immune complexes in ,he 
ehoroid plexu. in li"n ci"ho, l<. Arrh /b,j,aI Lob M.d 
199 Iii 15:220- 2. 

11 l'iudla IEH, Ilimbim nA. Immune complexes in ,he 
choroid plexus in ,YSICm;e hyt>e .. ~nsion. J Cli" Iv/hal 
1988;4 1: 1245- 6. 

18 A,kins Cl, Kondon JI, Qui.morio l'l', l',iou GI . The 
choroid plexus ;n .y .. emk lupu, .. y,he", .. o.u •. Ann 
I",~", M<tI1912i76:65-72. 

19 l'cre .. NS, Roxburgh VA, GeU.nd MC. Binding ,i.~s for 
immuno co,nponen" in human cboroid plexus. A,(~ririj 
RIo~um 198 li14:nO-6. 

20 I-"vin~ S. Choroid plexus: 'arG~' for ')'$'emic dise ... and 
pa.hway .0 the b .. in. l.ab In.,.u 1981;56:23 1- 1. 

21 Scblage,er NI., Carson RI!, R..popon SI. .",amin .. ion of 
blood br.in barticr pcrm •• bi!i.y in dementi. of the 
AIlhdm~r 'YI'" wi.h (68G.IElYIi\ and posi,ron cmission 
.omography. J 0:,", Wood Fk>w A/,wb 1981;1;1- 8. 

22 Rozenrnutt~r JR, Eikelenb!oon, P, Kamphom W, Siam r c. 
L:ack of .vidence for dys[ullcrio" of .he blood b",in 
barrie< in Alzhei",./·s d;sc'$<: an îmmunohisH .. h.mical 
.. udy. Nturobio>lAlli'<g 1988;9:383 -91. 

21 M.G~e, l'L, McGe.r E, Koce.s 1. Sibler j. Amiin
Il.,,,ma,,,ry druss and Allh~ime,'. di, •• sc. 1 .... "url990; 
335:1037. 



Comparative Immunohistochemical 
Characteristics of Human Choroid Plexus in 
Vascular and Alzheimer's Dementia 

JEAN MARIE SEROT, MD, MARIE C . BENE, PHARMSClD, PHD, 
AND GILBERT C. FAURE, MD, PHD 

Autoinunune alterations are indirectly supported in A1zheimer's dis
ease by the demonstration of circulating antibodies directed to the 
epithelial basement membrane (BM) of the choroid plexus. We used 
inmlunohistochemical m e thods to compare tll e characteristics of cho
roid plexuses obtained postmortem from 15 patients. Six had a diag
nosis of Alzheimer's disease, five had multi-infarct dementia (MID), 
and one suffered from mixed dementia. Similar tissue from tlrree 
age-matched, non-demented con trois was studied as weIl. Age-related 
psarnmoma bodies, lipofucsin, and f1attened epithelial celIs were 
present in aIl cases. Specific alterations were evident in Alzheimer's 
disease patients only. These were comprised of pseudolinear deposits 
of inununoglobulin (Ig)G and coarse deposits of Clq along the thick
ened and segmented epithelial BM, and were associated with IgM Ùl 
five cases. Although no lymphoid ùlfiltration was demonstrated, MHC 
Class II + macrophages were observed Ùl the plexus stroma, and 
numerous epithelial cells were class 11+. These observations suggest 
that inunune alterations, possibly of autoùlUllWle origùl, may be in
volved in A1zheinler's disease, leading to severe les ions of the choroid 
plexus. Such anomalies could be responsible for some of tlle alte r
ations of cerebrospùlal fluid (CSF) production or composition noted 
in this disease . HUM PATHOL 25:1185 - 1I90. Copyright © 1994 by 
W.B. Saunders Company 

Age-related modifications of the structure of the 
choroid plexus h ave been characterized as a progressive 
flattening of cuboidal epithelial cells, with m any becom
ing squamous. These cells occasionally b ecome stra
tified and exfolia te in the cerebrospinal fluid (CSF). 
Their cytoplasm con tains lipid vacuoles, lipofucsin d e
posits, and so-called "Biondi rings," which h ave the 
staining properties . of amyloid. The choroid plexus 
stroma, thicke n ed by proliferative connective tissue , 
contains increased numbers of pial cells, calcifications, 
and psammoma bodies.I

•
2 Nonlamellar calcified foci ap

pear within choroid villi . The physiological fun ctions 
of the choroid plexus also are modified by ageing. May 
e t al3 have reported a dramatic decrease in CSF secre
tion rates, from 0.41 mL/ min at 28 years of age to 0.19 
mL/ min at 77 years of age . 

Patients with se nile dementia of Alzhe imer's type 
(AD) display severe al terations of CSF hydraulics. Isoto-
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pi c scinticysternography a llowed several investiga tors to 
detec t anomalies, such as fl ow reversai with ven tri cular 
reflu x or delayed clearance. 4

-
7 Similarly, CSF levels of 

\itamin BI2
8 and prealbumin9 decrease signifi cantly. 

These features suggest tha t the choroid plexus could 
be involved in the development of AD or could be af
fec ted by il. Paradoxicalh', only scarce and brief studies 
appear to have investigated the pathological features of 
the choroid plexus in AD . For example , Sohn et al lO 

and J ellinger" performed histological investigations 
and reported important stromal fibrosis but did not 
use immunohistological techniques to investigate these 
ti ssues. Local alterations rela ted to immune abnormali
ti es n evertheless are likely to occur in this disorder 
wh ere n euron-binding, antivascular, anticholinergic 
neuron, and antipituitary prolactin cell autoantibodies 
ha\'e been described .12

-
15 \10 re precisel)', autoantibodies 

ha\'e been described , specifically directed to h eparan 
sulfate pro teoglycans of th e basement membran e (BM) 
in small vessels and capilla ri es of the bra in .13 Similarl)', 
antibodies directed to the BM of the choroid plexus 
recently h ave been repon ed .16 Immunoglobulin (Ig ) G 
Clq, C3, and C4 def_osits also frequently are noted 
\\ithin senile plaques. ' 

We report an exte nsi\'e immunohistological com
parative study pe rformed on choroid plexuses obtained 
postmortem from a seri es of patients with different 
typ es of dem entia. Signifi cant and specific alte ra.tions 
were observed in patients with AD. 

MATERIALS AND METHODS 

Patients 

Fifteen patients were studied : nine females and six males 
be t\\'een 68 and 89 years of age (Table 1) . Twelve had a d eep 
mental de terioratio n and h ad been residents of a nursing 
home for several years. The diagnosis of probable AD had 
bee n established in six subj ects (three females and three 
males) according ta the crite ria of the National lnstitute ' of 
:-\eurological and Communicative Disorde rs and Stro ke-Alz
heimer 's and Related Diso rde I's Associa tion work g roup. l B 

Fi\'e of these six patients had been incJuded in a previous 
studyl 6 and had peripheral antibodies against cho raid plexus 
epithelial BM. Six subj ects (four females and t'\l'O males) h ad 
a lo ng history of arterial hype rten sion and had suffered fmm 
se\'eral cel'ebrovascular strokes leading to multi-infal'c t de
mentia (MID). The las t three p atients, conside red to be con
tro l slIbjec ts , wc re no t de m ented and died fro m a po lycys tic 
kidney disease, vasclliar stro ke, a nd colo nie cancer, respec
tively. 
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TABLE 1. Clinical and Immunohistological Features 

Disease Defective BM 
Patient Dura lion SPI Class Il Class II Class II 

Diagnosis No. Sex Age (Years) mn12 IgG IgA IgM Clq Epithelium Endothe lium ~1acrophages Laminin Fibroneclin 

AD 1 F 89 12 78 + ++ ++ ++ +++ +++ 
2 F 79 7 11 2 + + + + ++ 
3 M 72 3 120 +++ + +++ ++ +++ 
4 M 68 ID 68 ++ ++ ++ + +++ + ++ 
5 F 82 10 124 + ::': + + + 
6 M 81 4 72 ++ + + + + + 

MID 7 F 88 5 < 1 + 
8 F 89 1 < 1 + 
9 F 89 5 < 1 

10 M 79 4 < 10 + + 
Il M 82 7 < 1 ++ + 

MD 12 F 84 4 11 2 + 
Con trois 13 M 69 < 1 + 

14 F 85 < 1 + + 
15 F 86 < 1 + +++ +++ 

Abbreviations: AD . Alzhe imer's de me n lia; MID, multi-infarct deme l1li a; MD, mixed dementia. 

Samples 

Informed consent was obtained from the families of ail 
patients and an autopsy was performed within a few hours 
after death, always within 24 hours. In ail cases requisite sec
tions, including middle temporal gyrus, middle fronta l gyrus, 
and inferior parietal lobule cortex as we il as both ventricular 
choroid plexuses, were removed , snap frozen in Iiquid nitro
gen, and maintained at - 70°C until tes ted in the immunology 
laboratory. 

Immunofluorescence 

SeriaI 4-p.m thick sections of each sam pIe were frozen 
at -30°C using a cryomicrotome (SIee, London, England), 
collected on c1ean glass sIides, and fixed for 45 seconds in a 
microwave oyen. The first section of each sam pIe was stained 
with toluidine b lue for histological examination. 

Brain Sections 

For ail patients the presence and number of senile 
plaques were investigated using Thioflavine S staining and 
indirect immunofluorescence (IIF) . The latter was pe rformed 
with nonconjugated rabbit antiserum to human (34 amyloid 
(DAKO, Glostrup, Denmark) , using FITC antirabbit Ig (Insti
tut Pasteur Productions, Marnes, France) as a second-step 
reagent. 

Choroid Plexus Sections 

Direct immunofluorescence was pe l-formed wi th fluo
rescein-conjugated antisera to human IgG, IgA, IgM, Clq, 
C3, fibrinogen (DAKO) , and fibron ectin (Atlantic Antibodies, 
StiIIwater, MN). Indirect immunofluorescence was used to 
identify cells expressing CD2 and/ or HLA-class II DR an tigens 
(TIl and 12, respectively, Coulterclone, Hialeah , FL). In these 
cases the second-step reagent was fluo rescein-conjugated anti
mouse Ig (DAKO) . Indirect immunofluorescence also was 
used to stain for (34 amyloid as described above and to investi
gate the laminin pattern using rabbit antihuman lam inin anti
serum (Serotec, Oxford, England). 

AIl incubations were performed at room tempe rature in 
a moist chamber fo r 30 minutes with an tisera and for 60 
minutes with monoclonal antibodies, fo llowed by three 
washes in phosphate-buffe red saline (PBS). Mter labeling th e 

slides were mounted in PBS/glycerol and examined under 
ultraviolet (UV) light using an Olympus BH-2 (Olympus, 
Tokyo,japan) or a Leitz Orthoplan (Leitz, Wetzlar, Germany) 
microscope, equipped \\ith Ploem systems of e pi-illumination 
and microphotography devices. As a control, double labeling 
\\las pel-[ormed on some sections using concomitantly fluo
rescein isothiocyanate-conjugated anti-IgG and tetrame thyl 
rhodamine isothiocyan ate-conjugated anti-IgA (Cappel , Dur
ham, NC) an tisera. 

RESULTS 

Table 1 summarizes the clinical and immunohisto
logical characteristics of ail patients. Macroscopic exam
ination during autops)' showed that four patients with 
AD (nos. l, 2, 4, and 6) had a slight frontoparietotem
poral atrophy with moderate atherosclerosis of the Wil
lis polygon. The last two patients with AD had a severe 
frontoparietotemporal atrophy without (patient no. 3) 
or with moderate (patient no. 5) atherosclerosis. 

Microscopie examination of the brain samples 
showed numerous senile plaques for these six patients. 
These criteria confim1ed that a il six had suffered from 
"definite AD", according to the criteria for AD of the 
Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Dis
ease. 19 

The three control subj ects and the four patients 
with MID had very sparse senile p laques (Iess than 1/ 
mm2

) in the brain samples examined. In two patients 
with MID sparse (patient no. 10) or numerous (patie n t 
no. 12) senile plaques were found, indicating a possible 
diagnosis of mixed d em entia for p atient no . 12. 

Macroscopic examination of the choroid plexuses 
from 10 patients showed that they contained several 
stromal cysts but were otherwise of normal morphology. 
No cysts were evidenced in the plexuses from the five 
other patients (nos. 2, 4, 6, 9, and 15) . Microscopie 
examination showed nume rous psammoma bodies in 
ail cases as weil as large areas of thickening within the 
stroma. Psammoma bodies appeared to be metachro
matie and stained bright pink with to luidine blue. Small 
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FIGURE 1_ Microscopie ospect of chorold plexus tram patient 
no. 6. Frozen eut section slolned wl!h toluidine bIUG. (Üfiglnal 
mognlficollon )( 100.) 

dcposilS of calcified matel"ial wcre presenl in ail cases. 
There l'lere no major a ltc rations of th e vi Ui , but epith e
lia i cells oft en appeared rlaucned . No ÎnflammalOty in
filtratio n could bc cvidenced , although sparse mon onu
clear cells could be observed within the stroma (Fig 
1). Ultraviolet light observation of unstai ncd sections 
d cmonstra ted nu mcrOliS aUlofl uorcscent li pofucsin de
posits within epilhcl ia l ce lls and stro mal areas. 

The choroid pleXlISCS fro m a il six AD patien ts were 
difTusely sL"l.in ed for fibrinogen , with brigille r condensa
tions below the BM. A segmenta ly pseudol inear label
ing of variable intensity was o bse rved along this mem
brane wi lh an ti-lgG anlÎserulll (Fig 2) in ail patients. 
Coa.rser deposiL~ of IgM l'lere obsclved in the same loca
tion in fi vc patients. Granular deposits of C lq (Fig 3) 
were present in ail cases underl in ing the BM. No sig
nifi cantlabcling l'las noted l'Ii th an li-lgA or ant i-C3 anti
sera. Dou ble labeling (Fig 4) conflrmed the specificity 
of IgG labcl ing. Brigh tly stained , scallc red depos i L~ of 
C l q l'le re obsetved in the stroma o f microvilli in all 
cases, whereas anti-C3 anliserutn cvidenced more 
fa in tly labeled deposits in one case o nly (no. 3). 

The distributio n of fi bron eClin and laminin evi
d enced n1~or al terati ons of the epit he lia l I3M , often 
disrupted (Figs 5 and G) an d irregu larl y tbickcned in 
twO cases. Less nWlIerous d isruptioll areas l'lere ob-

scrved in IWO other cases, <lnd thc I3M only appeared 
irregu lar with thickened arcas in the last two pa lients. 

T he lumen of most blood \'esscls containcd fa iml\
stai ned granu les of Cl q an cl IgM. T hc absence o·f 
I ~ 'mphoc}'t ic infiltration was cOllfi l1 l1 ed b)' th e negati,'c 
labeling obta incd \Vit h anti·C D2. 

Class Il molecules ",cre visualizcd on the mem
brane and in thc cytoplasm of srrom al macrophages in 
the six pa tients. Endo theli al cells of stromal capi llaries 
,,·ere class Il positive in t,,·o p;uiems. Nmnerous epi the
liai cc Us faintl )' but clearly displ aycd in tracytoplasmic 
labe ling in fivc cases. 

In control subjec lS as weil as in MD and MID pa
tients the features wc re clea riy di ffe renl. The HM l'las 
lIe\"e r labded b)' anri-IgG, IgA, Ig M, or C3 antisera. In 
IWO pa ti ents coarse, irregula.· deposits of C lq under
lined the HM, but uo C lq labeling lYas noted in the 
ot hel" cases. The Stroma of the choroid plexus l'las d if
fuse ly and faintl)' labeled with ant ifibrinoge n , with small 
condensations bdow th e HM. 

The lumen of Illost blood vesscls displ ayed a fai lH 
granu la I" labeli ng l'Ii th anti-C hl and anti-lgM antisera. 
The d istribution of laminin and fibronec li n was lh in 
and COIHinuQus along th e epithcJial BM in c ighl cases. 
Disruplio ns without thicken ing l'lere noted in tlte last 
case, that of a mentall )" healthy patien t who d ied of 
colonie cancer. 

Epithelial and endothdial ce lls wcre class Il nega
li\"e in six cases. Saill e cp ithcli<l' eclls were labelcd in 
one control subjecl and cndothclial eclls were labeled 
in two MID patien ts. Sparse macrophages were stai ned 
in th e stroma of ail subjecIs . 

FIGURE 2, Immunofluorescence labeling of the chorold 
plexus fram poilent no. 3 with FIlC antHgG ontiserum. (Original 
mognificotion x400.) Pseudolineor deposits ore c leor!v visible 
olong the epl/hollol BM (orrowheads). 
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fiGURE 3. Immunolluorescence labeling of Ihe chorold 
plexus from patlenl no, 3 wilh FIlC ontl·Clq anl lserum. (Original 
mognlfication x400.) Coorse granular deposlls ore visible 
along the eplthellal BM (arrowneods). Numerous lipofucsln de, 
poslls can be obselYed throughout (orrow). 

DISCUSSION 

Thi s study reports specifi e fcatures identifi ee! on 
immunohistological analysis of the cho ro id plcXIlS from 
patients with Ah:heimer's discase, in co mparison with 
other dem en lias or control individuals. The age-rdated 
morphologica l altera tions of th e choroid plex us rc
ported pre \' i ouslyL.~ (namely, psamrnoma bodies, epi
lhelial ce ll altcrations, and li pofucsin d cposi ts) wcre 

fiGURE 4. Control double labeling o f the chorold plexus from 
patient no. 3. showing pseudolineor deposlts stolned with FlIC 
onli-lgG ontiserum (A) ond the obsence of lobellng with TRITC 
ontl-lgA onliserum (8) ln the sorne field. (Ol1ginol mognirtcotion 
x ilOO.) Arrowheods point la eorresponding oreas on bath fig
ures. 

FIGURE 5_ Immunolluorescence Iobeling of the chol'Oid 
plexus trom patient na. 1 with me ontifibronectin anliserum. 
(Ol"lglnol mognlflcollon x400.) The eplthellal BM Is irregulor ond 
disrupted (orrowneods). 

identîlîed wilhin the choroid plexus samples from this 
series ofpatien ls. Irnmunollistological investigations cs
sentially showed we il prescl'ved cho roid plex us struc
lUres in the COlllrol patients and in those subjecL~ wit h 
vascular or mixed d crnentia. Th e presence of Clq 
coarse deposits in one conlrol and one M[D patient 
suggesls that lhis an omal}' could be rc1:u cd tO ageing 
raIller lhan ta AD. 

Lincar or more oflen granular d eposits of Igs and! 
or complement in th e choroid plexus have been re
ported in lupus eryth ematosus,W schistosomiasî s,~l Iw
perLcnsion ,~' and cirrhosis_13 Experimen tal aClllC sc rU1;l 
sickness in the rabbit also was shown la inducc granul aI' 
dcposits of immune complexes along the BM of the 
choroid p ICXllS . ~4 III our ex periencc with AD the topog
raph}' o f tg deposits and thdr pscudolin ear appearan ce 
as we il as the coarser appearance of Clq deposits a il 
suggesl in SilU formation of immune compl exes. a l
though C3 deposits were e ilher absent or faint. This 
theOl)' would be supported by the previous observatio n 
of circulaling antibodies specifi e fo r the BM of th e mt 
or hUllmn felus choroid plexus in AD_1û The composi
tion o f BMs has becn well described~!> and ma}' difTe r 
depending on the ir anatomical t.opography. CirculatÎng 
antibodies from patients ",il h Goodpaswre 's syndrom e 
have been reporled 10 bind the lamina rara illlcrna of 
the choroid plexus and th e alveolar and glorneruJ ar 
BM ,:W howcver, thesc amibodies do Ilot bind epide nnal 
or ipteslinal 8Ms.27 The BM of th e devcloping mam
mal)' gland primaril}' co ntains heparan sulfate, whereas 
that of developing salivai) ' glands main 1)' contains cho n
droitin sulfate proteogl)'can ,2R SOllle BM com ponenlS, 
such as heparan sulfate proteoglycans~~" and fibronec
lin,~ also h:we bcell idc lllified wilhîn senile plaques. A 
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FIGURE 6. Indirect immunotluorescence Iobellng of the cho
raid plexus from poilent 00. 3 wilh ontllomlnln onllserum. (Origi
nal mognltlcalion x400.) The epllheliol BM is Irregulor wilh nor
mol Ihln oreos and Ihlckened focl, 

monoclonal antibody (HK249) d irected against a gluco
saill inoslilfa le a 1-'1 glucuronic acid-containing de lermi
nanl has been shown 10 bi nd :unyloid Iliaq ues and epi
thelial BM o f the choroid p1cX ll S.~ One o f these 
anligens could be responsible fOl" th e fo rmation of the 
3utoantibodies possibly in volved in AD, as evidellced in 
th is swdy. 

Basement membranes syrnhetized by the ce lls rest
ing on them have a u'iple fUH Clion : support, cci i ,mach
men t, and fi ltration . Variations in their composition , 
possibly induccd by the abnormal binding o f antibodies 
amI/or immune complexes may change these prapel:
lies.29 ln the cho roid plexus, as in capitlaries of th e 
blood-brain barrier,I,.5 anl.ibody deposilion may altc r 
local charges and result in fUIlClional alte.-ations and 
passage of injuriolls substances from Ihe blood to the 
CSF. This is co nsistent wil h the e1cvated levcls of:l lbll
mi n rcporled by some inveslig:llOrS in the CSF of AD 
patients, a lthough these ch:lr:lc tcristics are un der dis
c llssion.5' From a rnorpho logical point ofview th e alter
:lIions nOled in Ihe laminin and fibro ncclÎn partition 
of AD palÎe nls' choroid plexus BMs are consistent with 
sllch anomalies, :lh hough Illis might not be truly spe
cifl c of AD and could occur in other age-related disor
d ers. However, Ihe obsclvalÎon of senile plaques in MD, 
withoul anomalies o f thc choroid plex us, suggesls Ihe 
absence of tig ht correlations bctween se nile plaques 
and the immunohislological alteralions repoJ"l.cu here, 
and favors the hypothesis of speciflc altcralions of cho
raid plexus BMs in AD. An alternative expia nation 
could be lh at Ihe sc nsilivity thrcshold of the immuno
fluorescence Illethod uscd fa ils ta deieci ver)' smalt 
amOUli lS of imlllune complexes that could exisl in MD 
and induce no IllOrphological damage. 

in SUlllmary, th is com parative analysis of imllluno
histochcmical charactenstics of the choroid plexus in 
senile delllclltia supporlS Ihe in\'olvemcnl of autoÎIll_ 
nlllne anomalies in AD. Moreover, class Il expression 
was nOled on choroid p lex us cpi thelia l cells, which 
could he rclated to sim ilar phcnomena, sllch as those 
report<:d in Wallerian dcgcncration.34 From Ihcsc ob
servalions it ma)' be hypolhesized that auloantibodics 
direcled to a speci fl c com ponent of the BM of the cho
ro id plexus inducc th e in situ formation of immune 
complexcs, init iating local inflammation. Thest disor
ders could ultimalcly lead 10 destructive Icsiolls of Ùl e 
BM and to altcrations of the physiologieal fUll ctions 
of thc choroid plexus, sll ch as cithcr abllormal CSF 
formation and clearance or rclease of pOlentia]])' dam
aging faClOfS in the brain . 

Admo/JJledgmenl. Wc arc gralcfullO P. Bcuincl1i for her 
hclp a nd LO Ihe patients· familles for thcir suppo rt and under
standing. 
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FIGURE 8. Patient's serum IgG subclass levels. The normal 
range is shown by the broken lines (95th and 5th percentiles) 
and the solid line represents the 50th percentile. 

The immunologie relevance of increased c1ass II antigen 
expression by intestinal epiùlelial cells is not entirely clear, 
but mere is a large body of evidence that suggests th at the 
expression ofMHC class II antigen is assoeiated with th e eapa
bility of cells to present antigen to T cells and that it can 
also be modulated by produets of aetivated T ceJls.~1 This 
modula tion is believed to play an important l'Ole in the regula
tion of me immune response . Therefore, it is possible mat 
higher levels of class II antigen expression on epithelial cells 
may lead to an increased frequeney of antigen presentation 
to T cells mat. results in overstimulation ofT ceJls, and subse
quent release of cytokines that induce an inflammatory reac-
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Guidelines for Letters 

Le tters te th e Editor will be published at the dis
cretion of m e editor as space permits and are subject 
to editing and abridgement. They should be type
written, double-spaeed , and submitted in triplicate. 
They should be limited to 500 worcls or less and to no 
more than five pertinent references. 

ti on causing cell damage. This case illustrates the neeel to 
consider aUloirnrnune disease and to perform investigations 
of cellular and humoral immune funetion in chilclren \Vith 
ehronic diarrhea in whom other investiga tions have proved 
negative. 
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Autoimmune Alterations in Choroid Plexus 
Basement Membrane of Some Patients With 
Alzheimer' S Oisease 

To the Editor:-ln a previous issue of Hu.rnan Pa/hology 
Serot et al' reporteel data suggesting autoimmune alterations, 
namely immune complex formation, in the ch oroid plexus 
basement membrane (BM) of patients wilh Alzheimer 's de
mentia. AlI of m eir cases classifieel as Alzheimer's dementia 
showed these alterations, whereas th e only case of mixed de
mentia lacked th ese features . For this latter fact they propose 
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twO explanaLions. The second SCClIlS acccpt~b l e, although 
que~tionable, and relates lO the scnsitivity of the nlclhods 
IIsed. The first suggests . 'speciFic allerations of choraid plexus 
SM in Alzheinler's delllel1tia," and also says thal Ihe allCl'
a lions described lack tight correlation WiUl senile plaques. 
This is the point argucd in this letler. 

The final diagnosis of Alzheirne r 's disease (AD ), 
responsible for both the presenile and the senile anset 
clemcn tia of th is lypt~, is a n e u ropathologieal Olle, ancl 
d cpends on the dernonstralion of an adequale nurnber 
of seni le plaques. Il may sccm a syllogism to say th at 
Icsions in correlation wilh AD should logically bc in 
corrcla lion with scnile plaques, wh ich arc criticall)' fC

quired for the diagnosis of AD, (Th e aUlhoni u sed mor
phologieal criteria bascd o n lhe number of sen ile 
p laques for the diagnosis of "definitc AD"). Desp ilc 
lhis syllogislic view, the queslion is not sa simple. 

A m ul tiinfarCI demen tia (M ID) patient (<<'Ise n o. 
12) sh owcd n umcrous senile p laques, which indieaLed 
"a possible cl iagnosis of mixcd dementia." This case 
maxirnally fu lfllls the crileria fo r the diagnosis of AD 
set by bath the CERAD"l (cri teria used in th e s tudy) 
and Kbaehalurian .~ IL seem s pre ferable ta Slate Lhal Ihis 
patient, clinically clas.~ificd as suffcri llg from M ID, had 
AD as weil as cerebrovascu lar lesiolls, wh ich cenainly 
con Lributed 10 her d cmentia; thus the fin d ings a rc com
patible \vith lll ixed type deme n tia, Case no. 12 would 
be beLler intcrpre ted as AD (com b inecl with infarcts) 
Ilol showi ng th e immun o logie a llerations descri bcd iu 
the resl of the AD cases in whîc h va5Cular les iolls were 
absenl. A possible explan ation for lhis phcnomcnon , 
not mcnùoned in th e o riginal article, could he Ih al 
AD itself could be a "conve rge nce syndrorne."4 Factors 
eontribu ling to saille cases might be mi ssin g or ob
seured in others, This con cept coulcl expla in th e distri
bution of the described alLcrations indep e n demly of 
lheir bcing primaI)' or secon dai)'. The small Ilmnber 
o f cases Illakes possible anly th e form u lation ofpossibil
ities that requirc funher rein rorecmcn l. 

G. C.sERNI, MO 
Oeparlmem of Palhology 
Counly Hospital of Bfics-Kiskun 
Kecskemét, Hungary 
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The f/oove [ma 11)(1$ rtferrtd 10 the alI/hors of Ihe orlicle III 

/fueslio't, who offa II~ !QllowÎng leJil]: 

1'0 Jlte Edi!or:-We read Wilh interesL the leller by Dr 
Clierni regardil1g our article de~clibing imlllunogiobulin 
(lg)G and complemenl deposiL~ in choroid plexuscs from 
patients with Alzheimer's disea.'\C (AD).' Dr Cserni 's at'gumcn t 
is based on l.he absencc oflhe~ fcaturcs in the choroid plexus 
of il palicm wilh mixed de11leutia (palie llt 110. 12), who pre-

selHed with a long: hislOry of hyperLcllsioll and een:brovascu_ 
lar Slrokes but whose brain appcared on aulops)' to CQlllain 

nt.lmerous senile plaques. Dr Cscrni suggests thatlhis ObsCIV<:t

tion relates to the facl t!l,il "AD is sllgge.~led to be a conver
gence syndrome," and we fully agree wÎt h IhLs ,'iew. Thal 
se\"eral etiologies could he invoh'ed in the appearance of AD 
has been reporled in Ihe litera lure. AD can Lhus be Ule conse-
quence of tnnllna , he associaled with mutalions in amyloid 
precursor prolein (AV!') genes or wilh Down 's s)'ndromc,~ or 
even be secondai)' 10 ecrebrovascular insumciency.' The latter 
obselYJ.LÎon is dearly related to our own results in patient no. 
12. Morco\'er, we had Ihe opportunity 10 examine Ihé chol"oid 
plexus ora 52-year-old man wilh Dowu's synd rome and found 
no dellOSilS of IgG or complement, whereas numérOllS ~enile 
pla<!ucs were indecd presenl in hi~ lll-ain, conFinning the 
absence of a tighl correbLÎon between seni le pbu.lues and 
choroid plexus dellOsi tion or lgG and complement. Dr Cserni 
alsa argues Ihm owing 10 Ihe smal l size of the series l'eportcd, 
further sludics are required 10 support Ihe hypotheses lhal 
wc formulatcd , We have becn aware of this matter and have 
eXlended the series of Alzheimer's d iscase patients sLudied. 
Among the 19 C<ISCS th<1 l have now been examined. we fou nd 
features similar 10 Ihose reported in the article discllsscd' in 
18 cases, whel'cas no St:nile plaques and no immune com
plexes were observcd in four new samples from patients men-
1<llIy healthy :llthe lime oftheir dcath . In conclusioll, thes!.! 
new ohS<.: rv:nions appear 10 slre ngthen lhe hypotheliÎs lhat 
autoimmune disorders can cOtl u'ibule lO Alzhcimer's dÎscase, 
d ther as a prima t)' cause or S(!condarily 10 o ther al terations 
or the choroi t! pkxus. 

Jt':'-\N MAIUE S~:ROT, MD 
M J\RI F. C. nt:Nt~, l'hal"ln Sci B. l'ItD 
Gll.tIERT C. FAURE, ~tD , l'HO 
Gt'oupe de Recherche en Immunopau\Ologie 
,,'acul tl: de Médecine de Nancy, Nanq, Fnmcc 
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An Update on the Diagnostic Relevanee of 
CD26 Antigen Expression in CD30 Positive 
Anaplastie Large Cel! Lymphomas 

Tu Ihe /:;dilol":- Ik'eausc a pl'oporliOlI of CD30 positive 
anaplasl ic large ccli (ALC) Iymphomas exhihi t li considerable 
morphological and phellotypic resemblancc to Il odgkin's dis
case (HO), the llpplication of ncw discrimin,uing l11arkcrs 
IYould bc eX lrt! lllely helpflii. In lhis regard. 0111' twO rcccnt 
studies' ·~ showed the grc..'lt rc levallCC or C026 antigen expres
sion in C0 30 positive ALC lymphol1\;ts' and the consistent 
immunodetcction ofCD40 molecule on Rced-Slernbcrg (RS) 
eclls o f HD? I-lert! are lhe rcsults or a follow-up investigation 
inlo the complemenl;'l)' evidcllce deduced frOll1 our pre
viQlIsly mentiolled st lidic s,I.~ 

The paLLCrn of expression of C 0 40, as asseSS<.:d hy sUlining 
,~ilh MoAb 89 , "'aS eOll1p~red wilh Ihal or CD26 lTlolecule, as 
dctecled b)' an li-C026 MoAb TA5.9, in :1 serÎ,:s of 51 hl1l1l,1I1 
l)'lllphomas lhal also ineluded the cases already reponed in 
IhisJ ournal (HUM PA 1'111.)1. 25: 1.360-1365, 1994).' Thirty-thrce 
ca.'lc.'! of H 0 (2 Iynlphoc)'lic predominance. 23 110dulal' sclef<)
sis. 7 mixed cdlularity, 1 ly11lphoc)'cic d cpletion ), and 18 (lISCS 
or C030 posilÎl'e ALC Iymphoillas \Vcre itlltlHlIloscaincd 011 
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Altered Choroid Plexus Basement 
Membrane and Epithelium in 

Late-Onset Alzheimer's Disease: 
An U1trastructural Study 

J. M. SEROT,..J M. c. BÉNÉ,~ B. FOLIGUET.' 

AND G. C. FAUREb 

"H6te/-Dieu, 54350 Mont Saint-Ma rtin, France 
bGR1P Laboratoire d'Immllnologie (JE DRE D 251) and <Laboratoire de 
Microscopie Electro"ique, Faculté de Médecine de Nancy, 54500 Valldoeuvre lès 
Nancy, France 

Choroid plexuses (CP) are highly vascularizcd structures, located in the lateral 
ventricles of the brain, composed of villi with capîllaries, connective tissue, and a 
monolayer of ciliated epithelial cells. They are responsible for the production and 
epuralion of CSF. Anomalies in CSF hydraulics l have been reported in Alzheimer's 
disease (AD) suggesting impaired lunctions of CP. Moreover the levels of transthy
retin (1TR). a substance produced by CP epilhelial ceUs,! and vitamin Bllo a sub
stance transported by CP epithelial cells,l bave been reported lowered in the CSF 
of AD patients. In order 10 evaluate whether such anomalies could be related to 
structural modifications we performed a morphometric siudy of CP samples. 

PATIEl"ITS AND METIIODS 

Choroid plexuses and brain tissue were removed Crom 18 cadavcrs: 1 newborn 
infa nt, 7 aged persans wi thout AD as contrais (88.3 ::!: 4.9 years old), and 10 aged 
patients (84.2 ::!: 5.9 years old) diagnosed as having suffered from a probable AD 
according 10 NINCDS-ADRDA criteria.' Ail samples were obtained wilhin 24 
hours post mortem aCter informed consent was given by the fa milies of patients. 
Ali brain samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at - 80" until 
studied; the presence and number of senile plaques (SP) and neurofi brillary tangles 
were investigated on Crozen eut 4-J.l. m-thick sections using nonconjugated mouse 
anliserum anli-,I34 amyloid (Dako, Globstrup Denmark) and anti-tau! (Boerhinger 
Mannheim, Mannheim, German) with FITC antimouse IgG (Dako) as the second
step reagent. The seven control patients had sparse SP, whereas the ten AD patients 
had numerous SP (more than 55/mm1 in ail cases) wil h homogenous (requeney in 
the frontal, parietal, and temporal neocortical arellS. These criteria confirmed that 
ail 10 patients suffered from definÏle AD according ta the CERAD criteria.' 

1 Address for corrcspondeoce: Jean-Marie Serol, M.D., Laboratoire d'Immunologie, BP 184, 
54SOO Vandoeuvre lb Nancy, France. Phone, 33-3-83-59-28-56: fax, 33·3·83-44-60-22. e-mail: 
faure@grip.u-nancy.fr 
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FIGURE L Comparative thickness of choroid plexus epithelial cells (black bars) and epithe
liai basement membrane (white bars) in the three groups of patients tested. Data are expressed 
as mean and SE. Statistically significant differences are indicated in the text. 

Choroid plexuses were fixed in glutaraldehyde at 2%, embedded in epon, and 
processed as semi-thin or ultra-thin sections, respectively, stained with Azur II blue 
or 4% uranyl acetate and lead nitrate; they were examined using an otympus BH2 
light microscope or Philips CMi2 electron microscope, and epithelial ceU thickness 
was measured using the Biocom system (Biocom, Les utlis, France). The height 
of CP epithelial ceUs and basement membrane was measured on at least 20 randomly 
chosen areas for each sample in photonic and electron microscopy, respectively, 
on semi-thin and ultra-thin sections of epon embedded tissues. Data were expressed 
as me an ± SD. Statistical analysis was performed using Student's t test with the 
Slide Write Plus software (Carlsbad, CA, USA). Statistical significance was consid
ered with p values lower than 0.05. 

RESULTS 

A statisticaUy significant difference (p < 0.0001) was noted in the height of CP 
epithelial ceUs, clearly higher in the newbom (15.2 ± 3.6 JLm) than in elderly 
subjects (13.5 ± 2.5 JLm), and significantly decreased again in AD patients (10.5 ± 
2.6 JLm). CP epithelial base ment membranes conversely were significantly thicker 
in AD patients (352.7 ± 228 nm) than in elderly individuals (279.8 ± 121 nm; p < 
0.01) or in the newbom (94.1 ± 24.6 nm; p < 0.0001). These features are detailed 
in FIGURE 1. 

DISCUSSION 

These data are consistent with previous reports indicating a size of about 15 
JLm for CP epithelial ceUs of neonates6 and are in keeping with other ultrastructural 
measurements indicating a flattening of epithelial cells in elderly individuals' renal 
tubules7 or salivary gland acini.8 Our results are also in the same range of values 
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as for seminiferous tubules or kidney basement membranes collected within 24 
bours aIter dealh.uo These data indîcale Ihat the significant Haueaing of epilbelial 
eells and tbickening of epitbelial basement membranes of CP are accentuated in 
AD palients, whieh is consistent witb further degradation of CP epithelial ecU 
runelions and decrease o( the epithelial basement membrane mtration capacities. 

The deposilion of insoluble p-amyloid tibrils eould be the central event in AD .n.l1 

These fibri ls are toxie for neurons tl and soluble p -amyloid proteins promote neurile 
outgrowth. tl Several extracellular factors cao sequesler tbe j3-amyloid protein and 
inhibit ils aggrcgation.11 ln CSF, TI'R is the major p -amyloid-sequestering protein.12 

This aClivity is dose-dependent and also competes with other molecules, panieularly 
apolipoprotein E. These morphologie anomalies could be al Jenst partly responsible 
for tbe deerease of CSF transthyretin levels reported in A01 and could promote 
the fibril aggregation and thus SP formation. The mecbanisms inducing these alter
alions are unknown. However, the presence of potentially harmful o.utoantibodies 
in the serum of AD patients and linear deposils of IgG and complement along CP 
epithelial basement membranes of late-onset AD has becn reponed,1I and Ihe 
occurrence of autoimmune reactÎons at Ihis sensitive sile of CSF production eould 
aggravate the sponlancous damage relaled 10 aging. 
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Cerebrospinal fluid transthyretin: aging and late 
onset Alzheimer's disease 

J-M Serot, D Christmann, T Dubost, M Couturier 

Abstract 
The deposition of insoluble p-am.yloid 
protein fibrils is probably the central 
event in the pathogenesis of A1zheirn.er's 
disease. Cerebrospinal fluid inhibits this 
fibril form.ation, likely by the intervention 
of one or severa! proteins binding to solu
ble p-am.yloid protein. In vitro, transthy
retin (TTR) , a CSF protein, im.pedes 
am.yloid fibrillogenesis. Lowered concen
trations of CSFTTR could therefore be 
associated with A1zheim.er's disease. Con
centrations of TTR in CSF sam.ples from. 
149 consecutive patients were assayed, 
using a kinetic nephelem.etric m.ethod. 
These concentrations were correlated 
positively with age, but were significantly 
lower in patients with A1zheim.er's dis
ease. These data raise the possibility that 
am.yloid fibril form.ation could be pro
moted in patients with late onset Alzheim.
er's disease by the lack of sufficient 
concentrations ofTTR. 

(J Neural Neurasurg Psyehialry 1997;63:506-508) 

Keywords: transmyretin; cerebrospinal ftuid; Alzheim
er's disease; aging 

Transthyretin (TIR) is a protein of 508 amino 
acids with a molecular weight of 55 kDa. This 
tetrameric protein, which occurs in plasma and 
CSF, is composed of four identical p pleated 
subunits with a central channel.' The gene 
encoding TIR is located on chromosome 18; 
TIR is synthesised by the liver and, in the 
brain, only by the epithelial cells of the choroid 
plexus. In rats, serum TIR concentrations are 
10 times higher than TIR concentrations 
inCSF,' but the TIR/CSF protein ratio (up to 
25% of intraventricular proteins) is much 
higher than the TIR/serum protein ratio 
(0 .5%) . In vitro, TIR constitutes 20% of 
newly synthesised proteins and 50% of the 
pro teins secreted by the choroid plexus.' The 
TIR present in CSF is catabolised by the liver, 
muscles, and skin, probably after reabsorption 
by arachnoid villi.' The CSF-blood barrier 
prevents the passive diffusion of serum TIR 
into CSF; therefore TIR in CSF cornes almost 
uniquely from the choroid plexus.' Concentra-

tions of TIR are nearly the same in ventricular 
and lumbar CSF.' The synthe sis of serum TIR 
and TIR in CSF are regulated independently. 
Fasting reduces serum concentrations whereas 
CSF concentrations remain unchanged.' Sev
eral TIR mutations have been documented, 
many of which are associated with systemic or 
cerebral amyloid deposition; however, none of 
these mutations are linked to Alzheimer's 
disease.' 2 

TIR is a transport protein for thyroxin and 
plasma retinol binding protein. It could have 
other functions, especially as it sequesters the 
p-amyloid protein in vitro.) A decrease of TIR 
concentration in CSF among severely de
mented patients with Alzheimer's disease has 
been reported! To evaluate wh ether concen
trations of TIR in CSF are decreased in 
Alzheimer's disease we measured the concen
trations in CSF in 149 consecutive patients. 

Patients and methods 
CSF was obtained from 149 patients: 17 young 
patients under 20 years old (five males, 12 
females, mean age 10.4 (SD 5.4) years), 51 
middle aged patients between 20 and 60 years 
old (21 men, 30 women, mean age 41 (SE Il) 
years), and among the remaining patients over 
60 years old, 41 elderly controls (13 men, 28 
women, me an age 76 .2 (SD 7.7) years) and 40 
patients (13 men, 27 women, mean age 74.2 
(SD 5.8) years) with dementia and fulfilling the 
diagnosis of probable Alzheimer's disease 
according to the NINCDS-ADRDA criteria. 5 

Ail patients had undergone a lumbar puncture 
to rule out a neurological disease su ch as a 
CNS infection, a subarachnoid haemorrhage, 
or a degenerative disc disease. 

Ali CSF sampi es had a protein concentration 
<0.60 g/I and less than three cells/ml. The TIR 
concentrations were measured in residual CSF 
samples after CSF had been examined rou
tinely. Albumin and TIR were assayed by a 
kinetic nephelemetric method using an auto
mated nephelometer (Beckman Specific Pro
tein Analyzer, Array 360 System; Brea, CA, 
USA) with antialbumin and anti-TIR anti
bodies (Beckman Instruments, Galway, Ire
land). Samples of CSF were centrifuged before 
analysis to remove contaminants. Specimens 
not tested immediately were frozen and stored 
at -30°. For each assessment series a survey of 
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Albumill a/Id TTR cO /l ce/1 eraeiOIlS III lumbar CSF of paeie1/es w ith Alzheimer's disease 
(A D) v comrols 

No 
Mean (SD) age (y) 
Age range 
Male/female ratio 
Mean (SD) TIR (mg/I)* 
Mean (SD) albumin (mg/l)* 

Hmllg 
comTals 

17 
10A (5.4) 
2- 18 
5/12 
15.54 (1.82)*** 
113 (44)*** 

Middl" aged Elderly 
conerals cowyols 

51 
4 1.0 ( 11.0) 
20-53 
2 1/30 
17.37 (2.35) 
2 11 (iO) 

41 
76.0 (7.7) 
61-90 
13/28 
20.02 (2.45)*** 
2 17 (76) 

PaciclIls 
wichA D 

40 
74.2 (5.8) 
61 - 88 
13/27 
17.49 (2.02) 
216 (61) 

"*P<O.OOI v patients with AD. 
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standardisation \Vith pre-established dilutions 
(Vigil PRX, Beckman Instruments, Brea, CA, 
USA) was performed. 

Statistical analysis using Student's t tests was 
performed with the Slide Write Plus software 
(Carlsbad, CA, USA). Significance was cons id
ered for P values <0.05. 

Results 
ln the younger control group the me an 
concentration of TrR in CSF was 15.54 (SD 
1.82) mgll, significantly different (P<0 .0001) 
from the mean concentration in the elderly 
control group (20.02 (SD 2.45) mgll) and in 
the middle aged control group (17.37 (SD 
2.35) m gll; P <0. 001). The concentration of 
TrR in CSF in patients with Alzheimer's 
disease (17.49 (SD 2. 02) mgll) was not signifi
cantly different from that of middle aged 
patients (P=0.8), but significantly lower than 
that of aged control patients (P<0.0001). The 
table summarises these results. 

Concentrations of TrR in CSF increased 
progressively \Vith aging, at a rate of 0.06 mgll 
every year (figure). 

The me an concentration of albumin in CSF 
was lower in young patients (113 (SD 44) mgll) 
than in middle aged patients (2 11 (SE 70) 
mgll). It was not different in patients with 
Alzheimer's disease (2 16 (SD 61) mgll) and in 
the elderly control group (2 17 (SD 76) mgll) . 

Discussion 
This study reports an increase in concentration 
of TTR in CSF \Vith age, except in patients 
\Vith Alzheimer's disease, who display signifi-
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correlaced positively with age i1/ paciellls free frolll Alz heilller's disease. 
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cantly lower concentrations despite sorne over
lap between patients with Alzheimer's disease 
and aging controls . 

The increase in concentration of TrR in 
CSF with age could be evaluated at 0.06 mgll 
per year in our study, a feature previously 
reported by others but unexplained: Concen
trations ofTrR in CSF result from simultane
ous phenomena: secretion and filtration by the 
choroid plexus, passive diffusion through the 
blood-CSF barrier, and reabsorption. Albumin 
has a molecular weight of 65 kDa, in the same 
range as TTR. According to sorne authors (for 
review see Kalaria7), albumin concentrations 
rise in the CSF of aging · patients, although 
serum albumin concentrations decrease, sug
gesting an increased blood-CSF barrier leak
age particularly in the case of leukoaraiosis. 8 

Other authors have reported that CSF albumin 
concentrations do not increase· with age,7 and 
our study similarly shows no change. This 
seems to indicate that the increase of TrR 
concentrations in CSF with age is not due to a 
disorder of the blood-CSF barrier permeabil
ity. Indeed May et al reported a decrease in 
CSF filtration rates from 0.41 ml/min at 28 
years of age to 0 .19 rnVmin at 77 years of age,9 
probably related to modifications of the 
choroid plexus, such as thickened stroma, 
appearance of psammomas and cysts, and 
increased thickness of the epithelial basement 
membrane.'o Il AU these features could support 
a reduction of CSF filtration in elderly people. 

ln patients with Alzheimer's disease, concen
trations of TrR in CSF were lower than in 
aging control subjects whereas album in con
centrations in CSF were in the same range, 
indicating a decrease of TrR secretion. This 
hypothesis is consistent with several other fea
tures. For instance, in rats, chronic lead 
exposure impairs the function of CP, and con
centrations of TrR in CSF are decreased. 12 

The epithelium of the choroid plexus trans
ports vitamin B12 from blood into CSF, and 
vitamin B 12 concentrations have been re
ported to be lowered in the CSF of patients 
with Alzheimer's disease. ' 3 Isotopie scinti
cysternography detects hydraulic anomalies in 
CSF in patients with Alzheimer's disease such 
as reversai f1 0w with ventricular reflux or 
delayed clearance." Histological studies per
formed on the choroid plexus in Alzheimer's 
disease have reported an important stromal 
fibrosis,15 and the height of choroid plexus epi
thelial cells is significantly higher in elderly 
controls than in patients with Alzhe imer's · 
disease. '1 

The deposition of p-amyloid fibrils is prob
ably a central event in the pathogenesis of 
Alzheimer's disease, and sequestration of 
p-amyloid protein has been reported to prevent 
amyloid formation.; In vitro, CSF inhibits 
p-amyloid fibril formation, and it has been 
suggested that this phenomenon could be 
related to its interaction with one or several 
sequestering proteins su ch as a- l-anti
chymotrypsin, apolipoproteins E (apoE) and J 
(apoJ), or TrR. '6 Indeed, a-l-anti
chymotrypsin is able to prevent p-amyloid 
fibrillogenesis in vitro, and could induce fib ril 
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disaggrcgation. " ,. An interaction betwcen 
ApoE and l3-amyJoid is suggestcd by the faer 
mat ApoE immunoreactivity is round in senile 
plaques, ::md becausc this lipoproœÎn prevems 
l3-amyloid aggregatÎon in viuo.' The 
l3-amyloidlApoE interaction is influenced by 
the 13 sheet conformation of the amyloid 
peptides llsed and by the purification of 
ApoE." ~ The more imponant avidity of the 
native ApoE3 allele p roducts is attenuated by 
purification, whereas ApoE3 and ApoE4 ex
hibit similar avidity when they arc purified. 
These data coulcl explain the apparent discrep
aney of p reviously reported data.'9 Ir has also 
becn reporred that the presence of equimo[ar 
complexes of apa] and l3-amyloid protein in 
CSF indicates that spaJ aets as a carrier 
protein.1

' Finally, in human CSF under physi
ological conditions, TYR forms soluble com
plexes by binding to ~-amylo id protein. An 
important inhibition of amyloid aggregation is 
found at a molar ratio of 1 :300, which suggests 
that TYR concentrations in CSF could be the 
major ~-amyloid binding protein.' '' As CSF 
concentration of ~-amyloid have been reported 
to increase with age, II the concomitant increase 
in TTR concentrations mat we repOrt here 
could be an important feature maintaining 
~-amyloid in soluble complexes. In Alzheimer's 
disease. this physiological sequestration could 
be imperfect, owing to inadequate concentra
tions of TYR, the last being possibly related tO 
epithelial atrophy in the choroid plexus in 
patients with late onset A1zheimer's disease. 
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Neuroimmunology 

UL TRASONle examination of human choroid plexus 
(CP) disclosed the presence of a possibly new type of CP 
cells displaying many of the features of dendritic cells 
and apparently expressing HLA Class II antigens. These 
cells bear long processes, devoid of tight junctions, 
inserted between CP epithelial cells, and have close 
contacts with CP basement membrane. They could, 
therefore, play a key role in immunosurveillance in the 
central nervous system. 

Key words: Antigen-presenting cells; Choroid plexus; 
Dendritic cells; Immunofluorcscence; Transmission elec
tron microscopy; Ultrastructure 

Introduction 

The centra l nervous system (CNS) has lo ng been 
considered an immuno logicall y privileged site, devoid 
of immune reactions. This concept emerged from 
experimental data showing that allografts survived 
better when implanted in the brain than elsewhere. 1,2 

Attempts to explain this phenomenon showed that 
the healthy CNS contains few immunocompetent 
cells and antigen presenting cells. J In addition, it is 
isolated from the rest of the body by the blood-brain 
barrier (BBB).4 The BBB is relatively impervious to 

proteins, ions, small peptides and amino ac ids and, 
under physiological conditions, does not allow the 
passage of hematopoietic ce lls.4 However, diseases 
such as multiple sclerosis or Guillaine-Barré syn
drome are associated with extensive immune reac
tions. Animal models of experimental all ergic ence
phalitis have confirmed that cytotoxic T -cells can 
reach the brain and induce significant damage. 4 The 
origin of peripheral sens itization with a CNS antigen 
in human disease is poorly characterized. It might 
involve either a ly mphatic-like drainage system from 
the CNS to regional Iymph nodes through the cere
briform plate into nasal Iy mphatics,; or choro id 
plexuses (CP).6 

The CP, located in the lateral ventricles of the 
brain, at the blood/ cerebrospinal fluid (CSF) inter-
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face, secre te CSF and produce sorne of its compo
nents. They can absorb a number of molecules of 
CNS origin,6,7 which endows them with an impor
tant cleansing role in the CNS.8 Several s tudies have 
shown the presence of MHC Class II-expressing 
epithelial cells in CP, suggesting that these structures 
cou ld also be involved in CNS immunity:6,9 these 
epithelial cells are able to act as antigen-presenting 
cell s (APC).6 Epithelial ce lls, however, have limited 
mobility, and su ch a ro le would invo lve the migra
tion of lymphocytes into CP, a featu re not reported 
in the literature. We performed an ultrastructural 
study of human CP, aimed at investigating whether 
other types of APC could be involved 111 antlgen 
presentation in these structures. 

Subject and Methods 

CP samples were obtained at autopsy from six 
patients, aged between 72 and 96 years o ld, who had 
di ed in a nursing home. Samples were ob tained w ithin 
24 h after d eath, after families of the deceased had 
agreed to autopsy. Part of each sample, snap-frozen 
in liqu id nitrogen and maintained at -80°C until 
tested, was studied on frozen-cut sections in the 
immunology laboratory, us ing indirect immunofluo 
rescence to investigate HLA-DR expression. The 
latter was performed with a monoclonal antibody to 
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HLA DR (12, Coulterclone, Hialeah, FL), using 
FITC antimouse Ig (Dako, G los trup, D enmark) as 
seco nd step reagent. The o ther part of the sample w as 
processed for electro n microscopy. Briefly , after fi xa
tion in 2% glutaraldehyd e the tissu es were placed in 
cacody late buffer, d ehydrated, and included in Epon 
81 2. Semithin (1.5 /Lm) and ult ra thin (80-90 nM) 
sections were cut on a R eichert O MU 3 ultramicro
tome (Wien, Austria) . Semithin sections w ere stained 
w ith Azur II blue and examined w ith an Ortholux 
(Leitz, Wien, Austria) pho to microscope. Ultrathin 
sections, counterstained w ith urany l acetate and lead 
nitrate Reynold 's stain, were examined by transmis
sio n electron microscopy (TEM ) w ith an Elmiskop 
101 (Siemens, Berlin, G ermany). 

Results 

Immunofluorescence examinatio n showed the pres
ence w ithin C P epithelial cells, of numerous au to
flu orescent lipofucsin vacuo les. Sorne stromal ce lls 
and a few sparse cells between PC epithelial cells 
expressed MHC C lass II antigens. C lose examinatio n 
disclosed the p resence among them of occas ional star
shaped cell s (Figs 1,2). 

In TEM, C P epitheli al cells showed numerous 
microvilli and occasio nal apical cilia. T heir nuclei 
we re often ovoid w ith their lo nger axis parallel to 
that of the basement membrane. They contained 
numerous lipofucs in vacuo les, som e Bio ndi bodies, 
and we re linked together by ti ght junctions. Between 
epithelial cell s, rare cytoplas m ic bodies and nuclei 
could be seen . These fo rmatio ns seemed to define 
dendritic-Ii ke cells, visible at a rate of about 1 in 100 
epithel ial cells, in ail cases. on at least three different 
preparatio ns fo r each p atient. Ali p arts of these ce ll s 

FIG. 1. Indirect immun oflu o resce nce (o ri ginal m ag nificati on x400). 
Transverse secti on of the top of choro id plexus v illus showing HLA
DR express ion on a sta r-shaped intra-epi the li al ce ll in choro id plexus. 
Lp. li pofucs in . 
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could be c1early identifi ed by their ultrastructural 
characteristics (Figs 3,4), w hich differed from those 
of epithelial cells. They had a clear cytoplasm con
taining lysosomes, numerous small mitochondria, 
microtubules and microfilaments, and cisternae of 
rough endoplas mic reticulum. This characteristic 
cytoplasm could be seen around reniform nuclei w ith 
discrete chromatin clumps, and extended in cyto
plas mic protrusions. The latter cou Id occas ionall y 
be followed over a few micrometers, but usuall y 
appeared to resolve in ano ther section plane. Con
versely, small cytoplas mic bodies, with similar ultra
structural characteristi cs could be seen between 
epithelial cells, suggestive of truncated protrusio ns 
fro m the same or o ther ce lls. Cytoplasmic membra nes 
between epithelial ce Ils and these dendriti c- like cells 
were c1early visible, and always devoid of ti ght junc
tio ns, while distinct o nes were present between 
epithelial cells themselves , co nfirming that these 
peculiar cells we re no t epithelial. Their pos ition in 
the epithelium was baso lateral to epithel ial ce ll s, and 
in some cases cytoplas mic p rocesses could be seen 
adhering to the basement membrane (Fig. 5). The 
similar topography of these cells to the scarce C lass 
II -pos itive star-shaped cells mentio ned above sug
ges ts that they are likely to be the sam e ce lls. 

Discussion 

This study describes the presence of a previously 
unreported type and int ra-epitheli al cell in human 

FIG. 2. Indirect imm unofluoresce nce (or ig ina l magnifica ti o n x400). 
Longitudinal secti on of choro id plexus v illus showing HLA-DR 
expression on an elongated cell in choro id p lexus epithe li um. 
S. strom a. 



Oendritic cells in choroid plexus epithelium 
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FIG . 3. Transm iss ion elect ron micro scopy (original magn ificat ion 
x2400). Transverse secti on of th e top of a choro id pl exus v illus 
showing seve ral parts of an intra-epithelial dendritic- li ke ce l!. SM, 
basem ent m embra ne; ER, endoplasm ic reticulum; Lp, lipofucs in; Ly, 
lysosom es; M, mitochrondri a; N, nucleus; S, strom a. 

FIG. 4. Transmiss ion electron microscopy (original m ag nificatio n 
x2000). Transverse section of a choroid pl exus v iII us showing a 
dendritic- like ce ll and three cytoplasmic bodies likely to belong to 
the sa m e ce ll , between epithelia l ce ll s. Note the abse nce of tight 
junctions between the dendritic- like ce ll membrane and that of 
epithelial ce ll s. SM, baseme nt membrane; ER, endoplasm ic ret ic
ulum; Lp, li pofucs in; Ly, lysosom es; M, mitochrondri a; N, nucleus; 
S, st roma . 

C P. Th ese ceUs are ve ry similar to dendriti c ceUs in 
that they disp lay a reniform nucleus, a cytop las m 
relatively poor in vesicles but rich in mitocho ndr ia 
and lysosomes, and express HLA C lass II antigens. la 

neuro(jeport 

FIG. 5. Transmi ssion electron microscopy (original magnification 
x6000). Cytop lasmic process of a dendritic- like ce ll in close contact 
wi th choroid plexus epithelial basement membrane. SM, basement 
membrane; ER, endoplasm ic reticulum; Lp, lipofu cs in; Ly, lyso
somes; M , mitochrondria; N, nucleus; S, stroma. 

The absence of Birbeck granu les distinguishes them 
from Langerhans cel ls. Such cells are class icall y diffi
cult to identify, owing to their failure to stain with 
common histo logica l preparations such as hema
toxy lin-eos in .1O This, added to the fact that C P have 
rarely been extensive l)' studied in man cou Id explain 
why the presence of C P dendritic ce ll s does not seem 
to have been srudied previously. 1I It might also be 
of relevance that we studied PC from elderl v sub
)ects, that could contain higher numbers of such 
cells. Normal CSF contains a few macrophage-lilce 
cells, also seen adherent to the apical pole of 
microvilli of CP epithelial cells. T hese epip lexus cell s, 
also called Kolmer cells,1 2 could be related ro the 
dendritic- li ke intra-ep ithelial cells described here, 
which cou Id be epiplexus cell precursors migrating 
towards the CSF.13 Maxwell et al. H,15 have reported 
an influx of macrophage- like cells to this area after 
a penetrant cerebral les ion o r a head acceleration 
in jury. T hese data have, however, been challenged by 
some authors l2,14 who co nsider that such transmi
gration does HOt exist o r remains exceptional. 
N evertheless, this hypothesis seems unlikely to 
explain the presence of the dendritic-like ce lls we 
report, since the morphological characteristics of 
mo nocytes/macrophages are very different from 
those noted here. T he numerous interdigitating 
processes insinuated between epithelial cells and th e 
occas ional ad herence between C P dendritic ce lls and 
th e basement membrane rather suggest that they are 
res idenr ceUs. 
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The CSF contains numerous molecules issued 
From cerebral metabolism, including laminin,16 tau
protein,17 glial fibrillary acidic protein,18 myelin 
basic protein,18 l3-amyloid 19 and prostaglandins.8 

Tight junctions between choroidal cells isolate 
CSF proteins from the peripheral blood. Never
theless, in addition to their secretory activity, CP 
display what has been called a 'sink activity',20 and 
are able to dispose of useless or toxic metabolites by 
pumping them from the CSF into the blood.7 They 
also prevent the buildup in the CNS of potentially 
deleterious substances.s The key position of the 
dendritic-like cells we report therefore makes them 
likely to be in contact with su ch compounds, and 
possibly 'be involved in the immunosurveillance of 
brain tissue, by acting as APC inducing T-cell stim
ulation or tolerance.21 

Conclusion 

Immunofluorescence examination of CP epithelium 
shows the presence of sparse intra-epithelial ce ll s 
expressing MHC Class II antigens which display the 

General Summary 

J.-M. Serot et al. 

features of dendritic cells on TEM. This suggests that 
CP, besides their secretory and scavenger activity, 
could be involved in immunosurveillance in the CNS. 
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Choroid plexuses (CP) are located in the lateral ventricles of the brain, at the interface between blood and cerebrospina l fluid (CSF). 
They secrete CSF and some of its components and can also scavenge it from sorne molecules of central nervous system (CNSI 
origin. Immunofluorescence exami nation shows sparse cells expressing MHC Class Il antigens within the CP ep ithelium. Transmission 
electron microscopy discloses the presence of dendritic-like ce ll s, with long processes, clea r cytoplasm, reniform nucl eus and without 
tight junctions. insinuated between CP ep ithelia l ce ll s, nea r the ep ithelial basement membrane. Classically the CNS is devoid of 
antigen presenting cells, therefore the cent ral nervous system has long been considered as an immunologica ll y privileged site. The 
presence of dendritic cells in CP epithelium suggests that CP, besides their secreto ry and scavenger activity cou Id be involved in 
immunosurveillance in the CNS. 
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"" 
Intraepifhelial and Stromal Dendritic Cells in 
Humon Choroid Plexus 

-[0 lhl!Edilor:-ln a recent issue of Huma» Pathology, Hanly 
and PeLÎtO l repon ed on the presence of human immunodefi
ciency virus (HIV) in dendri tic ceUs of choroid plexus (CP) 
Slroma and suggested that such ceUs. locali"led in these 
ventricular strtlCtures, could be a potential reservoir of H IV 
during the pcriod of AlOS clinical latency. Accordlng to thcse 
alllhors' description. CP dendritic ceUs would be located in 
the stroma of CP villi. near the epithcIîal basemclll mem
branc. and would send processes hoth toward stromal capillar
les and betwcen epithelia! cells. 

\Ve reponed recently an ultmstructural and immunohis
tologîcal study of CP from 15 dcceascd elderly former patients 
from a nursing home.2 ImmunohiSlologkal examination 
allowed to observe sparse HLA-O R+ cells withi n the CP 
epithelium. and more numerous human leucocyte anLÎgen 
(HL\)-bR+ cells in the stroma. Transmission cJectron micros
copy observaLÎon disclosed tlle presence of elongated dcnd ritic
Iîke cel1s in cr's stroma. beneath the epithelial basemem 
membrane (Fig 1). These cells indeed extended stromal 
processes tO\~ards capîlIaries, as n:ported by Hanly and Petito 
and cytOplasmic prolrusions l'lere also seen along tht' epithe
liaI basement membrane but not crossing it. In addition, 
similar cells l'lere evidcnccd within the CP epit.hel ium (Fig 2). 
They were rare (approximately 1 for 100 epithelial cells) , 
presemed a reniform nucleus definitely different from that of 

FIGURE , . Transmission eleclran mlcrQscapy (original magnift
cotian x 3.8OJ). Transverse section of a humon choroid plexus 
villus showlng on elor.gated stromal dendrllic cell beneath the 
epllhellal bosement membrons. ec. epithelial cell: dc. den
drilic cell: bm. bosemenl membrane: s. stroma: n. nucleus. 

FIGURE 2. Transmission electran microscopy (original mognift
collOf"l x 3.!)))). Transverse section of a human chowld plexus 
vlllus snowing on Intraepithelial dendritlc cell ln close conlacl 
wilh the epllhellol bassment membrone. ec. epilhellol cell: 
dc. dendrllic cell: bm. basemenl membrane; s. slroma; n. 
nucleus. 

epithelial cells, and a clear cytOplasm containing a fe\,' 
lysosomes. microtubules and mkrofil :lrnenl~. cistern;"te of 
rol/gh endoplasrnic reLÎculum. and numeroussmall milOcholl
dria but no Birbeck granules, Between epithe!ial eclls. 5mall 
cytOplasmic bodies de\'oid of tigh t jtmclions. with si milar 
ultmstructural characteristÎCs were seen .·sugges!1\'e of trun
caled protrusions from t!lese cells. 

Our data and those of Hanly and Petito coneur in 
sho,,~ng the presence of previously unreponed dendritÎC-like 
eells in human CP. abundant in CP stroma and Jess numerous 
\vithin the cpithelium itself. Knowing Ihat dendriLÎc ceHs are 
mobile to and from epithe!ial imcrfaces parLÎcularly skin and 
mucosae' Ihey are Iikely to COl1lri bm e tO immunosurveill:mce 
of the brain, adding another imponant funcLÎon tO the 
sccretory and filtration activities of CP.~ 

Jf.AN-~·1ARIE SEROT, MD 
BE.RNARD FOUCUH. MD 
MARlE-C, BÉ~É, PHAR~ I SelO, Pl-ID 
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Faculté de Médecine de Nancy, Nancy, France 
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Reply 

To lhe Editur.-We are grnteful to Ors. Serat, Folit,,'uet, Bêné, 
and Faure for bringing monr attenLÎon. and 10 the attention of the 
readers of Huma .. PatJwIogy, thei r excellent article that documents 
the presence of dendriLÎc cclls in the! nomlaJ human choroid 
plexus.1 Because it was pubhshed shortly aIter our own manu
script2 was in press. l'le I,'cre not aware of it al the lime so thank 
t.hem fOI" ùleir Lclter. The choroid plexus îs a SU'ltcture remark.ably 
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MALADIE D'ALZHEIMER, Volume 5, 1998 © 

Vandoeuvre-les-Nancy 
Les proprietes physico-chimiques des apolipropteines (Apo) E, ont mon~re des 

differences suffisamment importantes pour rendre plausibles leurs differences au niveau 
de leur fonctions _ Dans cet esprit, nous avons voulu, sur des echantillons de liquide 
cephalorachidien (LCR), examiner les variations de la concentration des apoEs avec cene de 
l'apoD, de la transthyretine (TIR) et d'autres proteines comme l'actine evalude par 
electrophorese bidimensionnelle. Nous avons etudie leur etat d'equilibre et/ou 
d'interaction dans ce milieu physiologique en relation avec la maladie d'Alzneimer (MA) et 
en parallele avec la genetique de l'apoE (facteur de risque genetique majeur de la MA), les 
donnees de Ithistopathologie clinique du cerveau pennettant d'estimer l'avancement et le 
stade de la maladie. 

Nous avons monte des taux plus eleves d'apoE dans le LCR dans les conditions 
neurode&eneratives lices a la MA (2.07 ± 0.80 mg/l ±DS) mais egalement a d'autres 
pathologIes neurologiques (1 .57±O.67 mg/l, p<O,OOl) par rapport au ç;roupe controle 
(0.80 ± 0.34 mgt!). Ces resultats suggerent une implicatJOn de 1 ApoE dans la 
degenerescence des neurones au niveau du mecanisme regeneratif, au cours duquel l'apoE 
intervient dans la remobilisation et la reutilisation des lipides. Nous avons egalement 
montre que l'ApoE est impliquee au niveau du vieillissement. En effet, sa concentration 
dans le LCR augmente avec l'age (r=0_52, p<O.005) probablement en liaison avec des 
alterations des neurones. 

Nous avons egalement etudie l'ApoD dont l'expression est stimulee comme celle de 
l'apoE dans les conditions de lestons experimentales du tissu peripherique. Nos resultats 
montrent que parallelement a la concentration de l'aroE dans le LCR, celle de l'apoD 
augmente de facon considerable chez les patients attemts de la MA mais aussi chez les 
patients atteint d'autres pathologies par rapport au groupe controle (4.23±1.58 et 3,29±1.35 
vs 1.15±0.70 mg/l, avec dans les deux cas p <O.OOOJ). De plus, sa concentration est 
positivement correlee avec la dose de 1 allele ApoE-E4 (p<O.OOI). 

Par ailleurs, afin de mieux comprendre le processus de depots de l'amylolde - dans les 
plaques seniles (PS) au niveau du cerveau des patients souffrant de la MA, nous avons 
etudie la contribution potentielle de deux J:froteines ayant une affinite vis-a-vis de l'Ap, 
l'ApoE et la TIR Nous avons mesure leur concentration dans le LCRpostmortem en tenant 
compte de l'abondance des PS estimee par des etudes immunchistochimiques dans le 
cerveau des memes patients. Nos resuTtats montrent que la concentration de la TTR 
contrairement a celle de l'ApoE, est plus basse dans le LCR des patients atteints de I1f'MA 
par rapport aux patients ayant ou non d'autres pathologies neurologiques (22.80±1.36 vs 
36.24±4.11 mg/1 d : SEM, p<O.005). La concentration ne la TIR semble dependre de la 
~~etique de T'ApoE (p<0.05), Toutefois, nous n'avons pas note d'effet sur l'abondance des 

Un autre aspect de ICl physiopathologie de la MA est aborde via l'etude d'un composant 
majeur du -tosquelette, l'actine dans l e LCR. L'actine a ete etudiee en relation avec la 
genetique de l'apoE et les valiations quantitatives de la TIR. Les resultats montrent d'une 
part, une correlation positive importante entre l'actine et la TIR (r= 0.75, p<O.OOl) et 
d'autre part, une augmentation de l'actine en relation avec la dose de l 'allele E4 (p<0.05). 

Les variations quantitatives de l'apoE et de ces proteines sont lices aux maladies 
neurodegeneratives dans un cadre mecanistigue multifonctiomnelle bien precis 
(regeneration cellulaire, synaptogenese, biochimIe du cytosquelette, .. ) . Ces fonctions 
multiples se trouvent dependantes des etats d'equilibre variables avec la nature des 
proteines, et de l'environnement pathologique des neurones . L'ensemble de nos resultats 
montrent gue L'apolipoproteine E4 pourrait etre impliquee dans une ou plusieurs voies de 
corregulahon particuliere(s) mettant en jeu l'apoD, la TIR l'actine et probablement d'autres 
dans un processus physiopathologique specifique de la MA Les hypotheses dtimplication 
de ces proteines seront proposees en relation avec les connaissances actuelles de la 
physiopathologie de la MA. 

Il - EPIDEMIOLOGIE/GENETIQUE 

VALEUR PREDICTIVE DU GENOTYPAGE DE L'ALLELE e4 DE 
L'APOLIPOPROTEINE E DANS LA MALADIE D'ALZHEIMER 
G. LUCOTIE, F. DAVlD, e. LEGRAND, e. CLAVEL, l .e. TURPIN 
Laboratoire de Neurogenetique, Ser- ice de Neurologie, Hopital Maison Blanche, 45 rue Cognarg-Jay, 
51092 Reims. 

Les génotypes de l'apolipoprotéine E ont été détermineés dans une série de 248 
Alzheimers probables d 'âge d apparition tardif (;:>.65 ans), comparés a des ternoins appariés 
pour J'âge et le sexe et en provenance de la même region. Dans ces deux series la fréquence 
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GÉNÉTIQUE DE , 
L'APOLIPOPROTEINE E 
ET ASSOCIATION AVEC , 
LA TRANSTHYRETINE, , 
L'APOLIPOPROTEINE 0 
ET L'ACTINE 
DANS LA MALADIE 
D'ALZHEIMER 

INTRODUCTION 

A. MERCH,I;O, 
S. VISVIKIS, 

J.-M. SEROT, 
E.RASSART, 

G. SIEST 

Le locus du gène de l'apoE code pour 3 allèles communs (€2, E3 et E4) qui 
diffèrent les uns des autres par une substitution d'un ou deux acide(s) aminé(s). 
Dans le système nerveux central l'apoE est synthétisée principalement par les 
astrocytes (Pitas et al., 1987). Certains travaux originaux ont montré l'impor
tance de l'apoE dans la croissance, la régénération neuronale et la synaptogé
nèse (Mahley, 1988, Boyles et al., 1990 ; Poirier et al., 1994). Ces données sont 
en faveur d'une implication de l'apoE dans le métabolisme lipidique et l'homéo
stasie du cholestérol dans le cerveau. Les mécanismes précis pouvant impli
quer les dysfonctions de l'apoE dans la maladie d'Alzheimer (MA) ne sont pas 
encore définis. Tandis que certaines études postulent pour un rôle de l'apoE 
dans la cla irance de l'amyloïde (Schmechel et al., 1993, Strittmatter et aL, 
1993), d'autres suggèrent un rôle dans la protection contre la phosphorylation 
excessive de !a protéine tau (Strittmatter et al., 1994), et dans la plasticité neu
ronale (Poirier et al., 1994). Toutefois, l'association de l'allèle E4 à 64% des cas 
de MA (Saunders et al. , 1993) suggère un rôle particulier de cet allèle. 

Le LCR contient la majorité des facteurs impliqués dans la formation des 
plaques arnyloides et des lésions neurofibrillaires. Parmi ces facteurs se trou
vent principalement l'apolipoprotéine (apo) E, la protéine tau, le peptide amy
loide ~ (A~), mais égaiement 'l'apoD, J, la TIR, l'a1-antichymotr;psine. La 
transthyrétine (TIR) séquestre vraisemblablement le peptide A~ dans le milieu 
extracellulaire (Schwarzman et al., 1994), l'apolipoprotéine D (apoD) participe 
dans la régénération et la réparation neuronale (Boyles et al., 1990) et l'actine, 
un composant majeur du cytosquelette, impliquée dans la croissance cellulaire, 
pourrait interagir avec l'apoE (Fleming et al. , 1996). Dans des échantillons de 
LCR, nous avons donc examiné les variations de la concentration des apoEs 
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avec celle de la TTR, de l'apoD et de l'actine évaluée par électrophorèse bidi
mensionnelle. Nous avons étudié leur état d'équilibre et/ou d'interaction dans ce 
compartiment en relation avec la MA et en parallèle avec le polymorphisme 'de 
l'apoE, le statut mental, les données de l'histopathologie clinique du cerveau. 

POPULATION ET MÉTHODES 

Les apoD et E ont été mesurées dans les LCR prélevés par ponction lom
baire chez 41 patients atteints de MA probable selon les critères de NINCDS
ADRA, 11 individus n'ayant pas d'atteintes neurologiques et 39-patients ayant 
diverses atteintes neurologiques périphériques et inflammatoires, 

La relation de la TTR et de l'apoE avec les plaques séniles et l'actine a été 
réalisée chez 20 patients ayant une MA confirmée sur le plan anatomopatholo
gique et 10 patients avec diverses atteintes neurologiques et inflammatoires. 
En post mortem, du LCR intraventriculaire a été prélevé. Une analyse semi
quantitative des plaques séniles a été réalisée à l'aide d'un anticorps monoclo
nal antiA~ (Dako) (Serot et aL, 1994) au niveau des lobes temporal, frontal, 
pariétal et de l'hippocampe (CA 1). ~abondance des plaques séniles a été clas
sée en modérée (+), abondante (++) et très abondante (+++). 

Les deux apolipoprotéines ont été mesurées à l'aide des techniques ELISA 
classiques décrites précédemment (Camato et al., 1989, Merched et aL, 1997), 
la TIR par immunonéphélométrie à l'aide du système Array (Beckman). ~étude 
de l'actine a été réalisée après séparation des protéines de LCR par électro
phorèse bidimensionnelle (Visvikis et al., 1986) et des mesures densitomé
triques quantitatives des deux spots d'actine identifiés par comparaison aux 
cartes publiées et par révélation immunospécifique à l'aide d'un anticorps 
monoclonal anti-actine (Sigma). Le polymorphisme génétique de l'apoE a été 
déterminé par électrophorèse bidimensionnelle ou par PCR à l'aide de la tech
nique de Hixson et Vemier (1990). 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

ApoE, ApoD et réparation neuronale 

1'-!ous avons d'abord étudié l'ApoD dont l'expression est stimulée comme 
celle de !'apoE dans les conditions de lésions expérimentales du tissu périphé
rique (Boyles et al., 1990). Nos résultats montrent que parallèlement à la 
concentration de l'apoE dans le LeR, celle de l'apoD augmente de façon consi
dérable chez les patients atteints de la MA mais aussi chez les patients atteint 
d'autres pathologies par rapport au groupe contrôle (4.23 ± 1.58 et 3.29 ± 1.35 
vs 1.15 := 0.70 mg/l, avec dans les deux cas p<O.0001) (Fig. 1). La concentra
tion de l'apoD est positivement corrélée avec la dose dJ l'allèle E4 (p<O.001) 
(Fig. 2) . Une augmentation de la concentration de l'apoE, bien que moins mar
quée que celle l'apoD, a été observée chez les patients MA, et les patients 
"neurologiques" (p<0.001 et p<0.05, respectivement) (Fig. 1). 

L.:augmentation des apoD et E semble être liée aux caractères communs de 
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Figure 1 : Variation de la concentration des Apo 0 et E dans le LCR des patients atteints 
de la maladie d'Alzheimer (MA), des contrôles et des patients atteints d'autres patholo
gies neurologiques et inflammatoires (AP). Les barres représentent les moyennes ± 
SEM .• f)<O.05,·· p<D.01, ••• : p<D.005, ····f)<O.001 . 

la MA et des autres pathologies neurologiques et inflammatoires, probablement 
e~ réaction aux dommages cellu laires. Ces résultats sont en faveur d'un rôle de 
coordination des deux protéines dans la . réparation et la régénération neuro
nale. Etant donné l'appartenance de l'apoD à la fami lle des lipocalines, el le 
pourrait assurer le transport de ligand(s) hydrophobe(s) essentiel(s) dans les 
situations pathologiques ou alternativement l'élimination de substance(s) neu
rotoxique(s). La corrélation positive entre la concentration de l'apoD dans le 
LCR et la dose de l'allèle E4 souligne une interaction probablement de nature 
métabolique entre les deux marqueurs (figure 2). 

ApoE, transthyrétine et formation des plaques séniles 

Par aiileurs, aiin de mieux comprendre le processus de dépôts de j'amyloïde p 
dans les plaques séniles (PS) au niveau .du cerveau, nous avons étudié la 
contribution potentielle de deux protéines ayant une affinité assez forte vis-à-vis 
de l'A~, l'ApoE et la TIR. Nous avons mesuré leur concentration dans le LCR 
postmortem en tenant compte de l'abondance des dépôts amyloides estimée 
par études immunohistochimiques sur le cerveau des mêmes patients et en 
sachant . que les résultats peuvent varier en fonction des observateurs 
(Duyckaerts et al., 1990). Nos résultats montrent que la concentration de la 
TIR, contrairement à ceile de i'ApoE, est plus basse dans le LCR des patients 
atteints de la MA par rapport aux patients ayant ou non d'autres pathologies 
neurologiques (22.21 ± 1.41 vs 36.52 ± 4.12 mgll ± SEM, p<ü.01) (Fig. 3). Elle 
est également négativement corrélée à l'abondance des PS (p<ü.01 ) (Fig. 4). 
Tandis que le nombre des plaques séniles augmente significativement avec le 
nombre d'allèle E4 (p<ü.05). La TIR et l'apoE semblent avoir des effets oppo-
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Figure 2 : Variation de la concentration de l'ApoD (A) et l'ApoE (8) dans le LCR des 
patients en fonction du nombre d'allèle ê4 .••• : p<ü.OOS, .... p<ü.001 . 

sés dans la formation des plaques séniles. Leur affinité au peptide A0 suggère 
une relation de compétition entre les deux protéines, avec un rôle protecteur de 
la TIR et un effet amyloïdogénique de l'apoE4. 

ApoE, actine et cytosquelette 

Un autre aspect de la physiopathologie de la MA a été abordé via l'étude par 
électrophorèse bidimensionnelle d'un composant majeur du cytosquelette, l'ac
tine (Fig 5). L:actine a été étudiée dans le LCR, en relation avec la génétique de 
l'apoE. De plus en plus d'arguments sont en faveur d'un rôle important de 
l'apoE dans la biochimie du cytosquelette grâce à ses affinités différentielles 
vis-à-vis de plusieurs composants de celui-ci, comme la protéine tau, l'actine et 
la protéine MAP2 (Fleming et al., 1996). Nos résultats montrent une augmen-
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tation de l'actine en relation avec la dose de l'allèle E4 (p<ü.05) (Fig 6) Ces résul
tats suggèrent que l'apoE4 pourrait moduler et réguler la plasticité du cytosque
lette via des interactions directes avec les composants du cytosquelette. 

En résumé, l' ensemble de ce travail montre les résultats suivants : 
(i) la présence de l'allèle €4, la diminution de la concentration de la TTR 
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semblent être les conditions les plus favorables à la formation des plaques 
séniles_ Ces fonctions pourraient être dues à un mécanisme de compétition 
entre les deux facteurs vis à vis du peptide A~ ou à une implication dans le 
métabolisme anormale de ce peptide, (ii) les deux apolipoprotéines 0 et E sont 
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importantes dans les maladies neurodégénératives telle que la MA probable
ment au niveau de la remobilisation de cholestérol et la réparation neuronale. 
Toutefois, la présence de l'allèle E4 semble inhiber ou ralentir cette remàbili
sation et pourrait compromettre par conséquence la régénération cellulaire, 
(iii) L.:apoE semble intervenir activement au niveau de la biochimie du cytos
quelette. L.:isoforme E4 pourrait avoir une contribution négative à la stabilité du 
cytosquelette à travers l'actine, et finalement (iv) l'actine pourrait servir comme 
marqueur du cytosquelette dans la MA. Sa polymérisation semble être négati
vement régulée par l'apoE4. Cette régulation pourrait s'exercer de manière 
directe ou indirecte. 

Ces résultats montrent que l'apolipoprotéine E4 pourrait être impliquée dans 
une ou plusieurs voies d~ corrégulation particulière(s) mettant en jeu l'apoD, la 
TIR, l'actine et probablement d'autres dans un processus physiopathologique 
spécifique de la MA. L.:élucidation des bases moléculaires de la maladie 
d'Alzheimer et la définition de bons marqueurs seront .utiles sur le plan étiopa
thologique mais également pour le suivi thérapeutique de cette maladie. 
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Abstract We measured the levels of two J3-amyloid (A~)
sequestering proteins, apolipoprotein (Apo) E and transthyretin 
(TTR), in ventricular human cerebrospinal fluid (CS F) of 
Alzheimer's disease (AD) patients and controls in relation to 
brain histological findings. We also studied actin levels in CS F as 
a marker of the biochemical role of these two pro teins in the 
cytoskeleton. We show that TIR levels in CSF were significantly 
decreased in AD patients compared to con troIs and negatively 
correlated with the senile plaque (S P) abundance. Moreover, 
actin levels were positively Iinked to TIR levels and increased in 
CSF samples of patients homozygous for the ApoE E4-allele. We 
propose that TIR and ApoE4 may have competition in the 
aggregation of A~ and its deposition in the SP of AD brain, The 
relationships between ApoE, TIR and actin could suggest a 
metabolic implication of ApoE genetics and TIR levels in 
cytoskeletal biochenHstry which may be relevant to the 
pathogenesis of AD, 

© 1998 Federation of European 8iochemical Societies. 
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1. Introduction 

Amyloid p (A P) is the major component of senile plaques 
found in Alzheimer's disease (AD) brain . A~ also exists in a 
soluble form in physiological fl uids such as cerebrospinal fluid 
(CSF) and plasma as weil as in the conditioned media o f 
different cultured cell lines [1 - 3] . The mechanism by which 
Ap forms amyloid fibril s is unknown. But emerging evidence 
suggests that amyloid fibril forma tion is a critica l step in the 
pa thogenesis of AD. CSF conta ins several facto rs that pro
mote the SOlllbility, transport and clea rance of Ap, mainly two 
important proteins apolipoprotein E (ApoE) and transthyre
trin (TIR). 

ApoE has three common isoforms, E2, E3 and E4, encoded 
by alleles 102, E3 and 104. The 104 allele is over-represented in 
late-onset and sporadic AD ; and its importance as a risk 
fac tor fo r its development is now weil established [4-6]. 
TTR is a homotetrameric pro tein each subunit of which has 
a molecular weight of 15 kDa . Within the centra l nervous 

*Corresponding author. Fax: (33) 383 44 87 2 1. 
E-mail : ge rard.siest@cmp. u-nancy.fr . .. . . 

Abbreviations: 2D-PAGE, two-dimensional polyacrylamide ge l elec
tropho res is; A~, ~-amyl o id peptide; AD, Alzheimer's disease; Apo, 
apol ipoprotein ; CNS, centra l nervo lls system ; CSF, cerebrospina l 
nuid; SP, senile plaq ues; TTR, transthyretin 

system (CNS), TIR is the only known CSF pro tein synthe
sized solely by the choroid plexus [7]. In CSF, TIR is the 
principal thyroxine-binding protein [8], which suggests its pos
sible implication in the active transport of thyroid hormone 
from the blood stream into CSF [7]. Several lines of evidence 
point to an active role o f ApoE and TIR in fibril fonnation 
in the brain . ApoE binds to ~-pep tide with high affinity in 
vitro [9], promo tes Ap fibrillogenesis in vitro and induces 
accumula tion of the p-amyloid peptide in cultured vascular 
smooth muscle [10- 12], while TIR inhibits and prevents this 
fibril formation [1 2, 13]. TTR in lumbar CSF was shown to be 
correlated nega tively with the degree of dementia in pa tients 
with dementia o f Alzheimer type [14]. Recently, we have 
shown that ApoE levels increased in lumbar CSF in cases 
with normal aging and more extensively with AD [1 5, 16], 
which has now been confi nned by others [1 7, 18]. We also 
reported that TIR levels increased with aging but decreased 
with AD (1 9). 

The aim of this work was to investigate how the two Ap 
amyloid-sequestering pro teins ApoE and TIR may contribllte 
to the balance of amylo id formation in AD. We took into 
account senile plaque (SP) abundance in the bra in of the 
same patients. We a lso verified the potential action of these 
proteins in the cytoskeleta l biochemistry by estima ting, for the 
fi rst time, actin levels in the CSF, the major component o f the 
microfil ament. We studied these rela tionships because the in
tracellular organization of actin filament seemed to be reguc 

la ted by thyroxine, mainly transported by TIR in the CSF 
[20). We hypothesized that ApoE may also be in"olved in 
actin regulation via its avidity fo r th is protein [2 1] . We inves
tigated the ApoE polymorphism effects on these protein levels 
in relation to bra in histological findings. 

2. M aterials and methods 

2.1. Patients and samples 
This study was perfo rrned with 30 patients. Twenty pa tients were 

confirmed by neuropathology examina tion at au topsy to have AD 
without other complicating neuro logical or neuro pa thological fea tures 
(84.40 ± l -79 yea rs, five males and 15 females). Ten sex- and age
matched con tro is (83 .10 ± 3.49 yea rs, th ree ma les a nd seven females) 
were free of AD or o ther known neurological d iseases (fi ve with 
cerebrovascula r disease without dementia, three multi-infarc t demen
tia, two with degenerati ve disc disease). T he NI NCDS-ADRDA work 
group histological criteria for the diagnosis of 'definite Aizheimer's 
d isease' were used. 'Auto psies were performed within 24 h in the nurs
ing home of the Hotel Dieu Hospital in M ont Saint-M artin (France). 
Infomled consent fo r brain a utopsy had been obta ined from the fam
ilies of ail patients. T he CSF samples were obtained following opening 
of the cranial cavity and withdrawal of the CSF SYringe. Brain sec
tions including midd le temporal gyrus, middle fro ntal gyrus. a nd in
ferior pari"etal lobule as weil as hippocamplls CA 1 sections were ob-
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Fig. 1. Comparison of ApoE and TIR levels in CSF of AD pa
tients and control patients. Each value is the mean of triple assays. 
Bars represent the me~ values. 

ta ined from ail patients. Samples were frozen in liquid nitrogen and 
stored until analyzed. 

2.2. Hislological analyses 
Semiquantitative grading of senile plaques and neurofibrillary tan

gles in the ti ssue section were performed by immunofluorescence using 
monoclonal antibodies: antihuman ~4 amyloid (Dako, Glostrup, 
Denmark) and antihuman Tau l (Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Germany) with FITC anti-mouse Ig (Institut Pasteur Productions, 
Marnes, France) as a second-step reagent previously described [22] . 

For AD patients, immunofluorescence revealed many SP with ho
mogeneous frequency in the three neocortical regions. Control pa
tients presented a few SP and threads. SP were classified as follows: 
+, some; ++, modera te; and +++, abundant. 

2.3. Prolei" measuremenls 
The measurement of CSF total protein was made using a dye bind

ing colorimetrie method based on pyrogallol red-molybdate complex 
(Biotrol, Paris, France) with a Cobas Mira analyzer (Roche Diagnos
tics, Neuilly-sur-Seine, France). ApoE measurements in CSF were 
performed by a sandwich enzymc-linkcd immunosorbent assay (ELI
SA) as described elsewhere [1 6]. TIR was measured automatically 
using an Array protein system (Beckman, Brea, CA, USA) as de
scribed by the manufacturer with anti-TIR antibody (Beckman In
struments, Galway, Ireland). The coefficients of analytical variation 
were 4.9% and 3.7% for inter-assay and intra-assay, respectively. Ac
tin levels were estimated by quantitative study of samples separated 
using high resolution, two-dimensional polyacrylamide gel electropho
resis (2D-PAGE) performed with the ISO-DALT system [23]. The 
staining of the 2D gels was performed with a neutral method using 
sil ver nitrate [24] with sensitivity in the nanogram range. Alterna
tively, proteins separated by 2D-PAGE were transferred to sheets of 
nitrocellulose (Schleicher&Schuell , Inc. , Dassel, Germany). Primary 
antibodies to human TIR and actin,,"Vere obtained from Sigma Bio
chemicals . Alkaline phosphatase conjugàted anti-goat and anti-mouse 
was used as a secondary antibody. The 2D gels (18 x 16 x 0.15 cm) 
were digitized using an Agfa 800 laser scanner with 1024 gray levels, 
an optical density range of 0--3.2 and a spatia l resolution of 250 ~m . 

The image data were analyzed on a SUN workstation by the 
HERMeS program [25]. Calibration and normalization for staining 
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and detection variation were done using the TIR content of samples 
measured by nephelometry. To avoid variations which may be due 
mainly to the silver staining of actin between samples, we studied 
actin and TIR va lues from the sa me gel. In this way, the standard
ization was essentially internai for each gel. Minor variations in load 
volumes, for instance, would not alter the results. Values for CSF 
samples in this study were represented by averages of two or more 
replicates. 

2.4. ApoE polYl11orphisl11 sludy 
First, PCR amplification of the sequences spanning the ApoE poly

morphie sites was performed. Then, ApoE genotyping was performed 
on DNA isolated from nucleated blood cells [26] and digested with 
Hhal as described elsewhere [27]. Wh en blood was not available, poly
morphism was studied by phenotyping ApoE in CSF samples using 
two-dimensional electrophores~ 

2.5. Slalislical analysis 
Ail data were analyzed with the BMDP stati st ical software (Los 

Angeles, CA). The mean values were compared using the non-pa ra
met rie Kruskal-Wallis test. We used the Spearman rank test to eval
ua te the relationship between ApoE, TIR and actin levels. P:$ 0.05 
was considered significant. 

3_ Results 

The analysis showed no significant difference in the leve\s of 
ApoE (± S.E.M.) between AD and control groups (1.05 ± 0.26 
mg/l, n = 20 vs. 1.26 ± 0.31 mg/l, Il = 10 respectively, P = 0.32) 
(Fig. 1), but the mean CSF level of TIR in patients with AD 
was significantly lower than that observed in con troIs 
(22 .21 ± 1.41 mg/l vs. 34.52±4.12 mg/I respectively, P = 
0.0094) . Neither ApoE nor TIR levels were significantly cor
related with those of albumin (not shown). 

A semiquantitative estimation of senile plaques showed a 
negative correlation (P = 0.035) between the SP abundance 
and the mean levels of TTR in CSF of the same patients 
(Fig. 2) . The TIR levels were significantly higher in CSF of 
patients with a few SP compared to those of patients with 
abundant SP (P < 0.05). Correlation was lacking between 
ApoE levels and SP abundance (P = 0.74) . We showed a pos
itive correlation between ApoE E4-allele frequency and the SP 
abundance (P < 0.05, by X2 test). Age did not affect the SP 
abundance (P = 0.77). We also investigated the effect of age on 
ApoE and TTR levels in CSF. Neither ApoE nor TIR 
changed significantly with age (data not shown). 

ln the CSF, analysis of TTR and acting using 2D-PAGE 
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Fig. 2. ApoE and TIR concentrations in CSF of AD pa tients as a 
function of the SP abundance in the bra in of the same patients. SP 
ranged as follows: +, sorne (n=7 patients); ++" modera te (n=7); 
+++, abundant (n = 7). The frequency of E4 in each group is shown. 
* P < 0.05 . Bars are S.E.M. 
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Fig. 3. High resolution 2D-PAGE of silver-stained human CSF pro
teins. Actin (pl: 5.24 and 5.28; MW: 43 kDa) and TIR spots (pl: 
5.55 and 5.3; MW : 14 kDa) are indicated by the arrows. 

(Fig. 3) showed two spots for actin with molecular masses 
(MM) of about 43 kDa and different isoelectric points (pl) 
of 5.24 and 5.28 and two or three spots for TIR (MM = 14 
kDa and pl 5.04--5.55) . The spots of actin and TIR were 
identified either by immunostaining of the 2D blot or by 
comparison with published maps. The correlation between 
actin spot intensities and those of TIR showed a positive 
relatioI.lship for aIl patients including AD and controls 
(r = 0.54, P = 0.0088, n = 20, Fig. 4) . The correlation remained 
significant without the control patients (r = 0.60, P = 0.019, 
/1 = 14). While that with the control group was not significant 
(r = 0.46, P = 0.25, /1 = 7), no difference was found in the actin 
levels between AD and controls group (1.41 ± 0.22 mgll 
(/1= 15) vs. 1.41 ±0.28 mgll (n=7), P=0 .94). 

When we took into account the effect of the ApoE alleles 
relative to actin levels variability (Fig. 5), we found an asso
ciation with the dose of the E4 allele (P < 0.05) . The levels 
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Fig. 4. Relationship between actin and TIR levels in CSF of pa
tients with AD (n = 14) and with other neurological diseases (n = 7). 
The levels are reflected by the total., intensities of actin and TIR 
pro teins separated 'by 2D-PAGE, digiiizèd using an Agfa 500 laser 
scanner and analyzed by HERMeS image analysis software. Spear
man correlation coefficient with ail patients was r = 0.54, P = 0.0088. 
The c10sed circles and the open squares correspond to AD and the 
neurological diseases groups, with r=0.60 (P=0 .019 , n= 14) and 
r = 0.46 (n = 7, P = 0.25), respectively. 
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Fig. 5. Analysis of actin levels in CSF of ail patients (14 with AD 
and seven with other neurological diseases) according to the E4 al
lele dose of ApoE. Statistical differences between allelic groups were 
calculated using Kruskal-Wallis test, * P < 0.05. Bars are S.E.M. 

were : 1.01 ± 0 .09 mgll (± S.E.M .) for no E4 allele carriers 
(n = 6); 1.09 ± 0.21 mgll for mie E4 allele carriers (n = 7) and 
1.92 mgll ± 0.32 for two E4 allele carriers (n = 9) . Actin levels 
were not statistically correlated with those of albumin 
(r=0 .30, P=0.20, n= 19) nor were they linked to the SP 
abundance. 

4. Discussion 

This is the first report investigating transthyretin and actin 
concentrations in ventricular human cerebrospinal fiuid of 
patients clinically and pathologically confirmed to have had 
AD. A few biochemical studies of Alzheimer's patients have 
involved the analysis of CSF for transthyretin. A previous 
study showed a negative association of TIR with degree of 
dementia in lumbar CSF of patients with AD [14]. Now, we 
report a negative correlation between TIR and one major 
hall mark in the AD brain, the senile plaques. We also show 
that TIR levels in AD CSF were significantly lower compared 
to those of patients suffering from other neurological diseases 
and we confirmed our recent findings in lumbar CSF (19). We 
note that ventricular TIR values in the present study are 
higher than the lumbar ones [14, 19) and this is -due to the 
fact that TIR, in contrast to most CSF proteins, decreases 
from the ventricles to the lumbar space (7). 

Meanwhile, we showed that the CSF mean levels of ApoE 
in AD patients did not differ significantly from those in the 
neurological patients. The results of studies regarding lumbar 
CSF ApoE in AD a re apparently controversial (see (15)) . 
However, the level of ApoE seems to be dependent on the 
clinical state, genetics and other factors ; but it is likely to 
be linked to the death and damage caused by disease or in
jury. I-!.ere, no specific association of CSF ApoE levels with 
the pathology of Alzheimer could be determined, probably 
because the control group seemed to have had high level~ of 
ApoE [15]. Singly, variation of ApoE levels in CSF had no 
evident implica tion in AD. 

The precise nlechanism by which TIR may be involved in 
AD is unknown. Our findings provide strong support for a 
role of TIR in Alzheimer's pathogenesis by sequestering A~ 
and preventing fibril formation, as suggested by several in 
vitro assays [10, Il ,27]. The decreased CSF' mean levels of 
TIR observed in patients with AD may reHect a decreased 
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synthcsis of this prolein by Ihe choroid plexus in the brain. 
This is probably linked 10 the aherations in the Siructurc of 
the latter which wc have n:œntly round wilh aging and more 
(lIlensivcly wilh Alzheimcr's palilolog)' 128J. Howevcr, wc cano 
nO! exclude an 3ccelcratcd uptakc of r rR frorn CSF via a 
specifie (eceplor (29]. 

Anolller side of TIR implication poorl)' invcsliga lcd in AD 
may he a l Ihe lcvcls o f homlOnal rcgula tion :md detivery. In 
CSF, where TIR is the principal thyroxine binding protein, 
the TIR-thyroxine complex seems \0 have a distributive func
tion. assu ring availabili ty of thyroxine \0 cells through the 
CSF circula tion [30J. Tc better est imale this role, wc studied 
Ihe aCI;n levels as potcmial targe! of the hormonal distributive 
action of 1TR in the brain cYloskelelOn. Thyroxine was 
shown 10 n:gula te Ihe ae tin polymeriz:ll ion in the microfila
menl struct ure in IIslrocytcs [20J, e.g. the equilibrium between 
G-aetin (soluble) and F-netin (insoluble) and eonscqucntly, 
Ihe soluble form lcvcls of actin in Ihe exlraecllular fluid. 
The posit ive correla tion Ihal IVe rcported here bctwcen actin 
and 1TR levels in the CSF and Ihe decrease of TIR levels 
with AD may have 5ueh biological re levancc. Further inves
tigations are needed to confirm this hypolhesis. 

The high levels of actin in CSF obtained with the c4 a llele 
carrier patients may be due to Ihe extensive damage in the 
brain cells of these patients in relation to the cil allc1e (3 1). 
lnterestîngly, ApoE secms 10 have a llele.depcndenl affinity for 
sorne cytoskeleton components sueh as lau, MA I)2 and actin 
[2 1], probably controllin g the stability o f the cyloskeleton and 
the normal neuronal func lion. The c4 a llc1e is thoughl to have 
a negative contribution 10 Ihis process. The correla tion re· 
ported hep;: belween ac tin in CS F and the t4 ;lllele rnay re flccl 
one cyloskelelal abnormali ly eharaelerized by a dcsla biliza
lion of lhe aClin filaments, a proccss Ihal mighl be enhanced 
by the ApoE4 isoform. Alternatively, 1TR and ApoE4 could 
have different effects on 3cIÎn regulation, indirectly by inler
acting wi lh APP which was shown to be associa ted with the 
cytoskeleton [32] and seems to be directly implicaled in Ihe 
actin expression (3]]. 

As n whole, TIR levc1s in CSF appcar 10 bc specifically 
decrcascd in AD and negalively correlaled wilh SP abun· 
dance. Thesc results reinforce the designation of TIR as a 
polcntial factor implieated in fibrillogcnesi s prevent ion and 
point 10 the ulility of TIR dcterminalion in CSF of AD . 
Actin in the CS F may serve as a marker o f Ihe brain cyto· 
skeletal integrity and wilh a lesser eXlent of part ieular TIR 
and/or ApoE functions in Ihe brain. 

Admo ... /~llg~II~IIIS: We wish to thank Ihe patienu' families for their 
generous coopcr.uioll and underslanding. Wc thank W. RufT for im· 
proving the language of Ihis papcr and M. Starck and M.P. Rccou· 
vreur for their t«hn ieal assislance. This work was pHti;llIy supported 
by the 'Alzheinler 54' Institution and the Region de La Lorraine. 
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Résumé: Les troubles de l'hydrau lique dll LCR décrits au co urs de la 
maladie d'Alzheimer (MA) suggérant lIne atteinte anatomique ou fonctionnelle 
des Plexus Choroïdes (PC) nous avons réalisé lIne étude morphométrique en 
microscopie optique et électronique des PC de 24 sujets: 1 Iloltveau -né, 8 
patients âgés de plus de 65 ans et 15 patients atteints de MA. C1œz le Ilouveau
né la hauteur des cellules était de 15.22:t3.57 /11111, celles-ci reposaient sur une 
membrane basale épithéliale (MBE) fine et régulière dont l'épaisseur était de 
94.55±24.58 /1/n . Chez les sujets âgés la hauteur de l'épithéliu/ll était légèrement 
diminuée (13.6±2.58 mm, p<O.OOOI) et la MBE épaissie irrégulièrement 
(279.8±121 mn, p<O.OOOI) . Chez les patients sOllffrant de MA ces anomalies 
étaient significativement accentuées (10.87±2.52/Il/ll, 352.7±228 1ll;1; p< 
0.0001) et le stroma villositaire nettement épaissi. Ces modifications 
morphométriques expliquent vraisemblablement les troubles de l'hydraulique du 
LCR, et pourraient modifier les fonctions de secrétiol1 et d'absorption des PC au 
cours du vieillissement et de la MA. 

Mots-clés: maladie d'Alzheimer, plexus choroides, vieillissement. 

INTRODUCTION 

La maladie d'Alzheimer (MA) est caractérisée par l'apparition dans ie 
tissu cérébral de dépôts extra-cellulaires de protéine I.S-amyloïde et de 
dégénérescences neuro-fibrillaires intra-neuronales. Les formes à début 
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précoce sont dues à une surproduction de protéine l3 -amyloïde 
secondaire à des mutations des gènes de l'APP (amyloid precursor 
protein) ou des présénilines 1 et 2, qui modifient le métabolisme de 
l'APP (1). La pathogénie de la MA à début tardif est par contre encore 
mal comprise, et seuls l'âge et la présence du gène de l'apoE4 sont des 
facteurs de risques w1animement recOlU1US (2). 

Les plexus choroïdes (PC), situés dans les ventricules cérébraux 
latéraux sous forme d'un long ruban interne sont formés d'un glomus 
central richement vascularisé et de villosités. Ces dernières comprennent 
un axe vasculaire central à endothélium fenêtré, entouré d'un stroma 
fibro-conjonctif recouvert par un épithélium cilié. Cet épithélium repose 
sur une membrane basale. Les PC ont de nombreuses fonctions liées aU 
fonctionnement cérébral. Ils sécrètent environ 90 '10 du liquide céphalo
rachidien (LCR) (3) et synthétisent plusieurs de ses composants comme 
par exemple la transthyrétine (TIR) (4). Ils transportent de nombreuses 
molécules du sang vers le LCR et en particulier les folates et les 
vitamines 1312 et C (5). Les PC peuvent également réabsorber certains 
produits du métabolisme cérébral (6, 7) pour les acheminer vers la 
circulation sanguine. Enfin, ils sont susceptibles de participer à 
l'immunosurveillance cérébrale (8). 

Au cours de la MA, on peut mettre en évidence dans le LCR une 
diminution des taux de transthyrétine (9, 10), de folates (11, 12) et de 
vitamine 1312 (13), des molécules respectivement synthétisée ou 
transportées par les PC ainsi que des troubles de l'hydraulique du LCR à 
type de contamination ventriculaire ou de retard :\ la réabsorption lors 
de scinticysternographies isotopiques (14, 15, 16). L'origine de ces 
différentes anomalies n'es t pas connue, mais en raison du ràle majeur 
des PC dans la physiologie de ce liquide, leur implication paraît 
vraisemblable. La s tructure des PC peut, comme celle d'autres tissus, 
évoluer avec l'âge, avec notamment modification de la perméabilité des 
membranes; la majoration de ce type d'anomalies lors de la MA peut être 
envisagée . Nous avons examiné cette hypothèse dans une é tude 
morpho métrique des PC . 

PATIENTS ET METHODES 

Les PC de 24 patients ont été examinés. Ils provenaient d'un nouveau
né décédé subitement à l'âge de 3 mois, de 8 patients âgés de plus de 65 
ans décédés d'affection néoplasique, d'accident vasculaire cérébral ou de 
démence vasculaire (moyenne d'âge :89.12±5.4 ans; 2 hommes, 6 
femmes), et de 15 sujets atteints de MA (moyelU1e d'âge 85.93±6.28 ans; 3 
hommes, 12 femmes). L'étude a été réalisée en microscopie optique chez 
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tous ces patients, et en microscopie électronique chez 19 d'entre eux 
(nouveau-né, 7 témoins âgés et 10 MA). Pour chaque patient adulte des 
prélèvements des lobes temporal, frontal, pariétal et de l'hippocampe ont 
été réalisés à la 24e heure suivant le décès. Ces tissus ont été congelés 
dans l'azote liquide puis conservés à -BOce. Des coupes à la congélation 
ont été réalisées pour une étude en immunofluorescence après 
incubation avec des anticorps monoclonaux anti-154 amyloid (Dako, 
Glostrup, Danemark) et anti-Tau1 (Boerhinger Mannheim Biochemica, 
Mannheim, Allemagne). Tous les patients atteints de MA, présentaient 
de nombreuses plaques séniles (PS), marquées par l'anticorps anti 15-
amyloid, réparties de façon homogène dans les aires néocorticales, et de 
nombreuses dégénescences neurofibrillaires marquées par l'anticorps 
anti-Tau1 confirmant ainsi le diagnostic de MA définie selon les critères 
du CERAD (17). 

Les PC prélevés pour tous les patients également à la 24e heure 
suivant le décès, ont été fixés dans du glutaraldéhyde à 2% et inclus dans 
l'épon. Des coupes semi-fines (1.5 J.I.ID) ou ultra-fines (80-90 nm) ont été 
réalisées à l'aide d'un microtome Reichert OMU 2 (Reichert, Vienne, 
Autriche). Ces coupes ont été colorées respectivement par du Bleu Azur 
II ou de l'acétate d'uranyl à 4 %. Les coupes semi-fines ont été examinées 
à l'aide d'w1 microscope Olympus BH2 (Tokyo, Japon) et la hauteur des 
cellules a été mesurée à l'aide de l'analyseur d'images Biocom (Biocom, 
Les Ulis, France). Pour chaque patient un minimum de 30 cellules a été 
mesuré sur 6 villosités différentes. L'épaisseur de la membrane basale 
épithéliale des PC a été mesurée sur coupes ultra-fines à l'aide d'un 
microscope électronique Philips CM12. Au moins 20 champs différents 
ont été mesurés pour chaque patient. Les valeurs obtenues chez les sujets 
âgés témoins et les sujets AD ont été comparées entre elles et avec les 
valeurs observées dans les PC de nouveau-né. L'analyse statistique a été 
réalisée avec le test t de Student à l'aide du logiciel Slide Write Plus 
(Carlsbad, CA, USA) . Une signification statistique a été admise pour des 
valeurs de p<0.05. 

RESULTATS 

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau n°l. 



Diagnostic 

Nouveau-Né 
Témoins âgés 
Maladie d 'Alzheimer 
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Tableau 1 
Caractéristiques de chaque groupe 

Hauteur des Nombre de Epaisseur de la 
cellules (!lm) mesures MB épith. (nm) 

IS.22±3.57 60 94.55±.24.58 
13.6±.2.58 (1) 376 279.8±l21 (1) 
10.87±.2.52 (1,2) 682 352.7±.228 (1,3) 

Nombre de 
mesures 

20 
140 
200 

(1) p<O.OOOI vs nouveau-né· (2) p<O'OOOI vs Témoins âgés· (3) p<O.OOI vs Témoins âgés 

Microscopie Optique 

Chez le nouveau né les villosités choroïdiennes présentent des 
capillaires volumineux. Les cellules épithéliales sont cubiques avec une 
hauteur moyenne de lS.22±3.S7 /lm. Le noyau est central et arrondi, les 
capillaires sont séparés de l'épithélium par une fine couche de tissu 
conjonctif, qui renferme de rares cellules fusiformes (figure 1). Le glomus 
présente de nombreuses artères et veines baignant dans un tissu 
conjonctif qui contient quelques méningocytes. 

Chez les témoins âgés le tissu choroïdien apparaît très modifié (figure 
2). Le stroma villositaire est épaissi de façon inhomogène et contient de 
fréquents corps hyalins. Le glomus renferme de nombreuses artères et 
veines à paroi épaissie, entourées par W1 stroma abondant et irrégulier 
riche en psammomes. Les cellules épithéliales présentent de nombreuses 
inclusions de lipofuchsine. Leur hauteur est significativement plus faib le 
que chez le nouveau-né (13,6±2.58/lm, p<O.OOOl). 

Les mêmes anomalies, mais encore accentuées, se retrouvent dans le 
tissu choroïdien des patients atteints de MA (figure 3). Le stroma 
villositaire est très nettement épaissi et les cellules épi théliales sont 
significativement moins hautes (10.87±2.52 /lM) que chez le nouveau-né 
(p<O.OOOl) mais également que chez les sujets âgés non atteints de MA 
(p<O.OOOl). 
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Figure 1 
Microscopie optique: (serru-fine, coloration au bleu azur Il. 

grand issement initial x150) Plexus choroïde de nouveau-né; le stroma 
villositaire est fin, les cellules épithéliales sont cubiques. 

Figure 2 
Microscopie optique: (semi-fine, coloration au bleu azur II. 

grandissement initial ,,150) Plexus choroide de sujet âgé témoin; le 
stroma vlilositaire ~t epaissi. 
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Figure 3 
Microscopie optique: (seITÙ-fine, coloration au bleu azur II, 

grandissement initial x150) Plexus choroïde de patient atteint de maladie 
.d'Alzheimer; le stroma villositaire est très épaissi et l'épithélium est 

. nettement atrophique. 

Microscopie Electronique 

La membrane basale épithéliale (MBE) du nouveau né est régulière et 
fine (94.55±24.58 nm) . Chez les patients atteints de MA, la MBE est 
irrégulière et significativement plus épaisse (352.7±228 nm) que celle du 
nouveau-né (p <O.OOOl ) et que celle des témoins âgés (279 .8±121 nm 
p<O.OOl). Chez les témoins âgés, le cytoplasme des cellules épithéliales 
renferme des vacuoles de lipofuchsines et des corps de Biondi. Chez les 
sujets atteints de MA, les cellules épithéliales sont aplaties, le noyau est 
le plus souvent arrondi, parfois il est ovoïde de grand axe parallèle à la 
MB épithéliale. 

DISCUSSION 

Ce travail met en évidence des anomalies morphologiques 
significatives des PC de patients atteints de MA, accentuant les 
modifications tissulaires liées à l'âge. Dans notre groupe témoin de sujets 
âgés, nos résultats confirment les données de la littérature concernant la 
structure des PC et leurs modifications dues au vieillissement: 
aplatissement de cellules épithéliales riches en lipofuchsines et en corps 
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de Biondi, épaississement du stroma du glomus, apparition de corps 
hyalins villositaires et de psammomes (18, 19). L'atrophie de l'épithélium 
'choroïdien, l'épaississement irrégulier de la MB épithéliale et la fibrose 
du stroma conjonctif que nous décrivons, sont significativement majorés 
encas de MA. 

L'atrophie des épithéliums est W1 phénomène classique au cours du 
vieillissement qui est cependant sélectif. Par exemple elle atteint 
l'épithélium des tubules rénaux (20), des canaux et des acini des glandes 
salivaires (21) et des follicules thyroïdiens (22), alors que l'épithélium de 
la muqueuse jugale ne présente pas d'amincissement 
morphologiquement appréciable (23). Cette atrophie s'accompagne 
d'w1e diminution des activités enzymatiques. Dans le pancréas de rat, le 
nombre de grains de zymogène diminue de 41 n;., avec l'âge (24), les taux 
de bicarbonates, de lipase et de chymotrypsine du liquide pancréatique 
diminuent respectivement de 17%, 15% et 23'Yo (25). Chez le rat, l'activité 
des succinate et lactate deshydrogénases des PC chute respectivement de 
26% et 9.3 % (26). 

L'épaisseur des MI3 n'est pas affectée par le délai de prélèvement post
mortem (27). La MB épithéliale des PC est fine et régulière chez le 
nouveau né, son épaisseur est du même ordre de grandeur (80 nm) que 
la plupart des MB chez le sujet jeune (28). L'épaississement des MB au 
cours du vieillissement est un phénomène très fréquent qui atteint des 
organes aussi différents que les tubes séminifères, les glomérules et les 
tubules rénaux (27, 29). Les MB sont des structures complexes qui ont 
une triple fonction : support physique et ancrage des cellules 
end othéliales ou ép i théliales et fil tra tion. E lies con tienn en t de 
nombreuses molécules ubiquitaires parmi lesquelles la laminine, le 
collagène de type IV, la fibronectine, des protéoglycannes. Dans certaines 
conditions pathologiques leur composition est modifiée tandis qu'elles 
s'épaississent. Ainsi, au cours du diabète, la teneur en collagène IV de la 
MB glomérulaire augmente tandis que les taux d'héparane sulfate 
proteoglycanne diminuent, ce qui modifie la perméabilité glomérulaire 
et contribue à la protéinurie du diabète (30). Au cours du vieillissement, 
la MB des glomérules rénaux s'épaissit: elle passe de llO nm chez 
l'enfant à 270 nID chez le vieillard (27). Là encore, les proportions de 
collagène IV, d'hydroxyproline, de glycine, de galactose et de glucose 
augmentent, tandis que le taux de laminine diminue (31, 32). 

Les PC, comme les glomérules rénaux, sont des organes de filtration. 
L'épaississement des MB et la fibrose du stroma se développant avec 
l'âge sont susceptibles d'altérer la qualité et la quantité du fluide produit, 
l'urine pour les glomérules et le LCR pour les Pc. Plusieurs séries 
d'arguments de la littérature confirment indirectement de tels défauts 
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fonctionnels des PC chez le sujet âgé. Ainsi, la production du LCR 
diminue, et passe de 0.41ml/mn à l'âge de 28 ans à 0.19ml/mn à l'âge de 
77 ans (33). Le volume du LCR augmente lors du vieillissement du fait 
de l'atrophie cérébrale, 97.4 ml à l'âge de 35 ans versus 164.5 ml à l'âge 
de 71.1 ans (34). Le LCR se renouvelle environ 6 fOis/j chez le jeune et 
seulement 1.6 fOis/j chez le sujet de 75 ans. Chez le sujet âgé sain, cette 
diminution du turn-over du LCR semble compatible avec un 
fonctionnement cérébral satisfaisant, et permet d'expliquer 
l'augmentation concommitante des taux de transthyrétine (10), d'apoE 
(35) et de protéine amyloïde (36) molécules qui ont lm rôle pivot dans la 
MA. 

Par contre, dans les PC des patients atteints de MA, l'atrophie 
épithéliale, l'épaississement de la MB épithéliale et la fibrose irrégulière 
du tissu conjonctif sont significativement accentués, ce qui pourrait 
altérer le fonctionnement des Pc. Ces observations sont compatibles avec 
les anomalies scinticystemographiques rappelées plus haut et suggèrent 
une diminution du turn-over du LCR. L'atrophie de l'épithélium 
pourrait expliquer au cours de la MA, l'altération de certaines fonctions 
de transport caractérisée par la baisse, dans le LCR, des taux de vitamine 
B12 (13) et de folates (lI, 12) et la diminution des fonctions de synthèse 
des pc, marquée par la chute des taux de transthyrétine (9, 10). Il est 
intéressant de noter que cette molécule séquestre la protéine amyloïde et 
inhibe sa fibrillo-transformation (37). Des taux abaissés de transthyrétine 
seraient donc un facteur favorisant de la formation des plaques séniles 
dans l'AD. 

Les raisons de l'altération accentuée des PC chez les patients atteints 
de MA sont inconnues. On peut toutefois évoquer la participation de 
manifes ta tions auto - immunes. En effet, des dépô ts linéaires 
d'immunoglobulirles ont été décrits le long de la MB épithéliale des PC 
de sujets atteints de MA, ainsi que la présence d'anticorps circulants anti 
MB épithéliale de PC (38, 39). Parmi les 15 patients atteints de MA 
rapportés ici, Il présentaient des dépôts linéaires d'IgG le long de la MB 
épithéliale de leurs PC, par contre la recherche de tels dépôts s'est 
révélée négative chez les 8 témoins âgés. 

En conclusion, ce travail met en évidence une accentuation 
significative des anomalies morphologiques liées au vieillissement des 
PC chez les sujets âgés atteints de MA. Ces caractéristiques sont 
compatibl.es avec une altération du fonctiolUlement de ces structures 
importantes pour l'homéostasie cérébrale, et pourraient jouer un rôle 
dans la pathogénie de la MA. 

Relllercielllfllls : Les auteurs remercient M. Simonetti et P. Uettinelli pour leur collaboration. 
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Abstract Anomalies o f the cerebrospinal tluid tlow rate 
and compos ition that have been reported in patients s ul'
fering fro m Alzhe imer's disease (AD) could be re lated to 
al terations of the choraid plexuses (CD). He re we report a 
photonic and e lec tron morphometric study in which we 
compared the height of CP ep ithe li al ce ll s and the thic\.::
ness of their baseme nt me mbrane on post-mo rte m sam
pIes from AD patients. age-matched con trai s and two 
new-borns. Ageing appea red associated w ith ep ithe lial at
raphy and basement membrane thi ckening. but these fea
tures were s ignificantl y accentuated in AD. These clata 
suggest that a dramatic alteration of the secre tion and fil
tration could be invo lved in the multiparametric pat ho
genesis of bte-onset AD. 

Key words A lzhe imer's di sease . Basement membrane· 
Choroid p lex us · Epithelial ce ll s 

Introduction 

Alzheimer's di sease (AD) is characterized by the fom1a
tion. in brain tissue, of numerous sen il e plaques composed 
of ext race llular fibrils of precipitated ~-4 amyloid protein . 
In ea rly onset AD . mutati ons on genes e ncocl ing amy loid 
precurso r pro tei n. presen iiin 1 o r presenilin 2 induce an 
overproduct ion of amyloid protein. T he pathogenesis of 
bte-onse t AD is, by contrast. poorly undersrood. The main 
risk facto r considerecl is ag ing, but the poss ible age-re-
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lated changes leading to AD are no t known. Recent data 
have focused on ox idati ve damage. intlammato ry pro
cesses and ApoE4 ne uroto xic ity. 

A my loid fibril fo rmati on can oe inhibited in v itro by 
ce reb rospinal tluid (CSF) [2Sj, the compos iti on of which 
is very siI11i lar to that of bra in inte rstitial tluid [ï l. CSF is 
large ly depe nde nt on the filtration and sec re tion rok ot 
choroid plexuses (CP). \V ili ch are iligh ly vascularizcd 
s tructures. located in the Iate ra l ventricks of Ihe brain. 
composed of convo luted v ill i \V ith capillaries , connect ive 
ti ssue and a monolayer o f c ilialed e pithe lial ce lls 151. CP 
have multipl e functi o ns of synlhes is . secretion (o f CSF) . 
ac ti ve tran sport and se lect ive reabsorption o f dekterious 
substances. CP constitute a se lec ti ve blond-brain barrier 
that co uld al so panicipate in the immuno-surve illance of 
the bra in. CSF-transth yretin . Ihe main CSF thyrnx in ca r
rie r prote in. is al most exclus ively of CP origin. w herc it is 
secre ted by the epilhe lial ce ll s lining Ihe ven tricle's lumen 
[II. CSF-transthyret in constitutes 50% u f Ihe pro lei ns ~è
c reted by the CP. CP a lso transport folate . vi tall1in Bh. v i
tamin B12. vi tamin C, and probab ly vitamin E 16. 241. 

The Ieve ls of transth yre tin . vitamin B 12. vi tamin E and 
fobte have been reportecl to be lowerecl in Ihe CSF of AD 
patie nts 19. Il. 17. 18.22 ). Morpho log ical s tudies further 
demonst rated CP tïbros is in deceased .A.D patien ts [101 . 
T his suggests that CP aiterations. leadmg to an abnom1al 
production of CSF. could be invo lved in the pathogenesis 
of late-onse r AD. 

Here we eX<lmined poss ible morpho logica l alterations 
of thi s CSF-producing sec rerory sys tem . We we re ab le 10 

evidence a s ignificant thickening of the CP basement 
membrane (BM) and a s ign if icant tlattening of ep ithel ial 
ce ll s in AD. These observations suggest that impaired 
functions of the CP could be invo lved in the pathogenes is 
of late-onse t AD. 

Patients and rnethods 

Brain tissue and CP were obtained post-mortem fro m 2 1 patients 
(Table 1): 2. 3-months-old children \Vith sudden infant death svn
drome. a 46-year-o ld man who died from trallmat ic hemiple-g i:l 
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Tab le 1 Ep ithe lium he ight 
Diagnosis Sex and BM thickness in choroid 

plexuses of new-borns. middle-
age control, e lderly controls New-born 1 M 
and AD expressed as mean ± 
SD (n is given in parentheses) New-born II M 

(BM base ment membrane. CV 
cerebrovascular. MID multi -in-

Middle-age control M 

fa rct dementia. AD Alzhei- Elderly controls 
mer' s disease) Prost. Cancer M 

Colon ic cancer F 
Lung cancer F 
CV Stroke F 
MID F 
MID M 
MID F 
MID F 

AD p:llients 
AD 1\1 

AD F 
A D F 
AD F 
AD M 

" Indiv id ua l "a llies < mean va l- AD M 
li es of the control group: A D F 
P < 0.05 AD F 
h Individual val ues> me:ln val- A D F 
ues o f the contro l group: 
P < 0.05 A D F 

and 18 elderl y pati ent s ( 13 fema les and 5 mal es) aged be tween 
73 and 9h years. Ten of them (7 females and 3 ma les: 84.2 ± 
5.') years o ld) suffered l'rom definite A D d iagnosed according to 
the criteria oï the Na ti onal Institute of Ne uro logical and Commll 
nic~ti ve Disorde rs and Stroke-A lzhe imer' S :lnd Re lated Diso rders 
Associati on work group [14]. Among the a ther 8 patients. 4 had 
a mliiti-infarct dement ia . 1 died l'rom co lonic cancer. 1 l'rom 
lung cancer, 1 l'rom prostatic cancer and 1 from cerebrovasc ular 
s troke . They we re cons idered as age-matched controls (6 fema les. 
:2 ma les: 88.:'- ± 4.8 vears). 

A li samples we re obtained withi n 24 h pos t-monem. :lfte r in
formed consent was o btained l'rom the families of the pati ent s. In 
ail e lder ly p:ltie nts. requ isite sections of hippocumpus. midd le tem
pora l gyrus. middle fro ntal gy rus and infe rior parie tal lobu le co rt ex 
as weil as both ventricu lar choroid plexuses were re llloved . The 
con ex secti ons were snap-froze n in liqu id nitroge n and ma intained 
at -80 oC Ul1lil tested . Pan of the CP also \Vas sto red snap-frozen. 
and the rem ainder was fix ed in 2% g lutaraldehyde for 2 h. rinsed 
in buffer. dehyd rated. and embedded in Epon 8 12. O nl y CP were 
sludi ed in the infants and in the middle-age cont ro l. 

ln ail brai n samples, the presence and num ber of senil e plaques 
and neurofi brill ary tang les were in ves tigated using the class ic in
direct immunoflu orescence method on frozen-cLit 4-~m-thick sec
tions w ith non-conju gated mouse an ti sera to human ~-4 amy loid 
(Dako-G lostrup, Denmark) and tau-I (Boehringer Mannhe im Bio
chemica. Mannheim, Gelman y), wit h FITC-conj ugaled anti
mouse Ig (Dako) as second-step reagenl. These sections were ob
ta ined at -30 oC, collected on clean glass slides. air dried and 
rap idly fixed for 45 s in a microwave oyen. Incu bations were car
ried out for 60 min at room temperature in a moist c ham ber, and 
after three series of washes in phosphate-buffe red saline (PBS), the 
sections were mounted in PBS-glycerol and examined unde r 
UV light w ith an Olympus BH2 (Olympus, Tokyo, Japan) micro
scope equipped with a Ploem system of epi-i llu mination. Semithin 
(1.5 ~m) and ultra thin (80-90 nm) sections of Epon-embedded CP 
were cut with a glass knife on a Reichert OMU 2 (Reichert , Wie n. 
Austria) ul tramicrolOme. Semithin secti ons were stained w ith Azu r 
" blue and examined using an Olympus BH2 li ghtmicroscope . UI-

Age Epithelia l cells BM thickness 
(years) height (~m) (nm) 

0. 25 15 .2 ± 3.6 (62) 094.6 ± 024.6 (20) 
0.25 14.7 ± 2.8 (65) 11 6.6 ± 030.9 (20) 

46 14.3 ± 2. 1 (43) 2 19.9 ± 063 .6 (20) 

82 13 .7 ± 2.9 (6 1) 3 10.8 ± 140.5 (20) 
86 13 .7 ± 1.9 (30) 345.9 ± 11 8.5 (20) 
85 14.3±1.3 (40) 3 15 .7 ± 073.6 (20) 
88 13.2 ± 2.7 (78) 249.4 ± 141.2 (20) 
96 13.3 ± 1.9 (30) 304.8 ± 071.9 (20) 

86 12.6 ± 2.3 (36) 157 .7 ± 042.5 (20) 
95 14.4 ± 2.8 (49) 274 .6 ± 11 2.1 (20) 

95 13 .9 ± 2.7 (52) 225.6 ± 065.6 (20) 

82 07.4 ± J.7 (34)' 365.9 ± 342. 1 (20)0 

82 10 .6 ± 2.6 (38)" 2 10.4 ± 10":.2 (20)" 
87 10 .1 ± 2.0 (37)" 430.6 ± 267.3 (20)h 
73 12.9 ± 1.8 (37) 266.3 ± 107.8 (20 ) 

83 09.4 ± 1.9 (30)" 4 18.4 ± 200.7 (20) 1> 

89 10.5± 1.9 (52)" 325.4 ± 197.5 (20) 
77 09.2 ± 1.6 (40)" 440.7 ± 2:>7.8 (20)" 
84 10.6± 1.9 (:'-0)" 387 .9 ± 176.9 (20)" 

93 1 1.2 ± 2.6 (35)" 298.6 ± 166.5 (20) 

92 12.7 ± 2.5 (45)" :'-4 1.7:'.: ::20g (2l)\0 

trathin sections were stained with 4% uran y l acetu te :lnd lead ci t
ra te Reyno lds' stain. These secti ons were examined and the Bj\·! 
me:lsured with a Philips CM 12 transmi ss ion e lec tron microsco pe 
(Ph ili ps. Eindhoven. Netherlands) on 20 r:lnd oml y selecled fi e lds 
for each spec imen. T he heig ht of ep ithe lial ce li s was measured hy 
photon ic mic roscopy on at !east 30 r:ll1lJoml y se lec ted fie lds. o n 
semithin sec tions fo r each CP sample using the Biocom system 
(B iocom. Les Uli s. France) for quantitati ve imagi ng. BM thi ckncss 
and ep ilhe lia l ce ll height were then expressed as mean v:l lues rer
resentative of the c haracte ri sti cs of eac h group. includi ng the in
fant controls . 'vVe comp:l red the mean values of the AD group and 
o f each AD pat ient to the me:ln va lues of the e lderl y control group 
us ing Student 's {- tes ts perfom1ed with the Pri sm so ft ware (Grar"
pad. San Diego. C:llif.l . S tati stica l sign ifïc3 nce was cons idered Ïor 
p va lues lower than 0.05. Resu lts for ail patients are expressed as 
means ± 50 and summarized in Table 1. 

Results 

AD pati ents and control subjects were se!ec ted both on 
the basis of clinical signs, and the presence of ~-amyloid 
and tau immunoreac ti v ity of frontal , parietal. temporal 
neocortical areas ad hippocampus. Ali of the ten AD pa
tients had many senile plaques with simil ar frequency in 
the three neocortica l regions, as weil as numerous threads 
and neurofibrillary tang les (NFr). A different immunore
activity was observed in the eight contI·ols. Seven had 
sparse senile plaques and less than 1 NFr/mm 2. The other 
control presented three large cerebral cortical infarcts on 
autopsy and microscopie immunoanalysis of his brain tis
sue showed , exclusive ly in the temporal area. moderate 
amyloid deposits and exceptional NFr « l/mm~). The di
agnosis of "definite AD" accord ing to the criteria for AD 



F ig.l Sem i-thin (a-c) and.u l
trathin (d- t) sec ti ons o f hum<ln 
CP. T he uppe/" CO ILi II/ 1l s hows 
CP epithe li a l ce lls in an in f;l nt 
(a). a menta ll y healthy e lde rl y 
ind ividual (b) and a pa tient (c) 
with AD. The lower columll 
shows transmiss ion e lectron 
microscopy revealing the thin 
CP epithe lia l SM o f an in fant 
(d ), thickened epithe lia l S M of 
a menta ll y healthy e lderly indi
vidual (e) and the irregul ar and 
extremely thick epithel ia l S M 
of an AD patient ( f) (CP 
choro id plexus. AD Alzhe i
mer 's dise;lse, BM basement 
membrane). a-c Azur Il blue, 
x 150; d- f x 10 .000 

a 

. -4; ,J" 
.t 

of the Conso rti um ta Estab iish ;1 Regis try for AD is based 
upo n evidence o f sen il e p laq ues in the three neoco rti ca l 
areas witho ut speci fi cati o n for them be in ~ diffuse or ne u
rit ic p laqUès [ 16 ]. The concomi tant prese;ce o f numero us 
senil e plaques and NFT contï rmeu that a il te n patie nts and 
none of the cont ro ls s ullcred ,'rom "detïnite AD". 

ln the CP of the two in fant s. cp ithe lial cc ll s we re c u b ic 
and c1ea rl y pro truded into the lume n o f the ve nt ricle ( Fi !.!. 
1 a) . T hei r mean he ig ht was. res pec ti ve ly. 14.6 ± 2.X ~tI;J 
15.2 ± 3.6 !lm . ln the midd le-age contro l s ubject. thc 
height o f C P ep ithe li a l cc ll s was s imilar a t 14 .3 ± 2. 1 Ll m . 
ln elderly com ro ls (Fig . 1 b). the CP ep ithcl ia l cc ll s' ap
peared tlatte ned w ith a mean he i!.! ht o f 1] .7 ± 2.6 Llm and 
ofte n con tained li pofucs in dcpos'i ts . Ep ithe li a l ce l'1s we re 
e ven !btter in AD patien ts (Fi!.!. 1 cl ~lt 10.5 ± 2.5 Ll m . s i!.!
nificantly d iffe re nt from elde r!y contro ls (P < (J.OO 1). -

ln the two in fa nt CP samples. the ep it heli al Bivl (F ig. Id) 
\vas reg ul ar a nd w ith a lll ean thiekness of 1 16.7 ± 30.3 
and 94.2 ± 24.6 nm thi c k. respect ive ly. In the midd l e -a ~c 

cont ro l the ep ithe li a l BM o f CP was th icker at 2 19.9-± 
63.6 nm . A maxi mum thickness o f 352.7 ± 227.7 nm was 
see n in the BM o f CP in A D pati ents (Fig. 1 n. w hich 
was signi tïcantly d iffere nt (P < 0.00 1) l'rom the me an va l
ues obra ined fo r the e lde rl y cont ro ls (F ig. 1 e) o f 274 ± 
117.7 nm . Ep ithe li al BM had typ iea l fealU res in the fo ur 
cond itions stud ied. They were linear and uni fo nn in the 
infants (Fig. 1 d), s li ghtl y irregular and thieke r in the mid
die age contro l. irregul ar. und ulated and ofte n inho m orre
neous, with e lec tron-Iuscent areas and coarser fe ltwork in 
e lderly ind iv idua ls (Fi g. 1 e). The latter fea tu res were ac
centuated in samples From AD patients (Fig. 1 f), w here 
ep ithe lia l BM we re ex trem e ly irregul ar. and often assoc i
a ted w ith very th ick fi b ros is of the underl y ing connec ti ve 
tissue. 
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Discussion 

This s tud y repo rts o n sevcre mo rp ho log iea l ~lit cra ti o n s 01' 
the CP in e lde rl y pa ti ents w ith AD . whic h d ilTc rcd J'ro m 
those o f age- mat chcd con tro is. 

O ur dat a in cont ro l subjccts a re consis tcn t w ith prcv i
ous reports such as that J'ro m Dolmnann [5 ]. who rc plll"t cd 
a he ight o f about 15 !lm l'o r C P epithc li a l ccl ls o r nc\v
bom . Agc ing is assoe iatcd with a llattc nin !.! o r scvcr:d 
types () f ep ithe li a l ec ll s. s uc h as rcnal tUbulcs-[ 15 ] or sa li 
vary glands aci ni [4 ]. as wci l as wit h alt crcd t"unct io ll s of 
these ce ll s [XI, co nsis ten t wit h thc llaltCll cd CP c pith cl i ~ d 

ec ll s we obse rved in I1lc nt ~ dl y health y c ldcrly patic nt s. 
BM th icke n ing is a lso a freque nt phcnomc non associ~t tcd 

w ith agei ng. Ag~\in. o ur rcsult s a re w ithin the ra n!.!e o f "a l
ues reported by o thers for semin iferous tUbulcs -[26 [ ~tlll i 
kid ney B iVI r3. 12[. 

Both ep ithe li a l ce ll s and BM are im po rtant s truc tures 
o f the C P. invo lved in the prope r prod uc ti on and riltra ti o ll 
of CSF. T hei l' modifica ti o ns. with age. a re like lv to be rc
bted w ith the lowe r CSF see reto n r;te o f e lder iv indi vid
ua ls. w hie h has been reported ta be o nl v 0 .1 '9 ml/m in 
w hil e ir is of OA 1 ml/min in yo ung health y subjec ts [1 3 ]. 
Under phys io logica l age ing cond itio ns. the lowered secre
ti on appears be su ffic ient to ma in ra in prope r brain fune
ti ons. b ut bra in homeostas is could become impa ired if 
these a lterations were more severe. lndeed. thi s seems to 
be the case in AD patients, who have been reported to d is
p lay suc h CSF hydraulic d iso rde rs, substanti a ted bv iso
to pic cistemography, as reve rse f1 0w w ith ve ntric u lar re
fl ux or de layed clearance [21. We suggest that there cou Id 
be a d irect relationshi p betwee n CP- BM and ep ithe l ia l 
ce ll s a lte rat ions and AD. Tndeed. CP ep ithe !i al ce ll s a re 
respons ible fo r the secre ti on o f trans thyre tin [Il . a m ole
c ule reported to be the major ~-am y l o id seques te ring pro-
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te in J 19). CSF transthyretin levels .are decreased in AD 
patients [ 18. 22), which might result from a decreased ac
ti vity of severely modified epithel ial cells. Lowered levels 
of transthyretin in the CSF could favor ~-4 amyloid pre
cipitation, a typical feature of AD . The rates of CP pro
duction of vitamin C and E, both important chain-breaker 
anti-oxidants, could be also lowered and participate to the 
oxidative stress described in the brain of AD patients [23]. 

The mechanisms inducing an increased thickening of 
epithelial BM of CP and epithelial cell s fl attening in AD 
are unknown. However, we have previollsly reported [20, 
2 1) the presence of potentially harmflll autoantibodies in 
the serum of AD patients and linear deposits of IgG and 
complement along the CP epithelial BM of late-onset AD 
patients. The OCC UITence of autoimmune reactions at this 
sensitive site of CSF production could be involved, in 
AD , in an exacerbation of age-related CP modifications. 
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~bstract 

Choroid plexuses f0 I111 an interface between peripheral blood and cerebrospinal ftuid. Dendritic-like cells have been reported in a few 
.tudies of choroid plexlIses in man. Here we used electron mieroseopy and immunophenotyping to precise the morphologie fentures and 
)henotype of Ihese celh. Examination of 10 human ehoroid plexuses evidenced intra-epithelial dendritie cells with a clear eytoplasm, 
'eniform nucleus and long expansions. These eells express MHC Class II, CDllb, CDI4. CD32. CD68 and IL-lO. but not CD40. CD80 
)r CD86, suggesting an immunosuppressive role for these dendritic cells. Their sentinel position could make them partieipate to the 
mmunologieal silence nf the brain. © 2000 Published by Elsevier Science BV Ail rights reserved. 

f(evlVords: Chorolu ple X ll ~ . Dendritic Cells: IL-IO: Neuroimmunology 

1. Introduction 

The brain has been considered immunologically 
privileged since it \Vas shown that intracerebral homolo
go us or heterologou~ grafts were less rejected than intra
peritoneal or SUb-cul:lOeous grafts (Scheinberg and Levy, 
1964). This exception al tolerance was initially explained 
by the absence of efferent Iympbatic brain drainage and of 
antigen-presenting œ lls in cerebral tissue (Lampson, 
1987), as it was assumed that the blood-brain barrier 
(BBB) was imperviolls to immunocompetent cells , 

Recent data seem to suggest otherwise. Indeed, mi
croglial cells of fresbly removed brain tissue strongly 
express MHC class 11 antigens. suggesting that they may 
act as antigen presenting cells (Gehrrnan et al., 1993), 
Moreover, a large proportion of pro teins injected intracra
nially in experimental animaIs can be retrieved in cervical 
lymph nodes (Cserr and Knopf, 1992), indicating that the 
CSF is drained by ;.t lymphatic-like system in regional 
Iymph nodes of the neck, probably along crania! nerves 
through the cribriforrn plate or nasal submucosa. 

CSF antigens may also reach lymphoid organs via the 

*Corresponding aUlhor. Laboratoire d' Immunologie, BP 184, 54500 
Vandoeuvre les :--Iancy. France. Tel.: + 33-383-59-28-56: fax: + 33-383-
44-60-22. 

E-mail address:faure @grip.u-nancy.fr (J.-M. Serot) 

peripheral blood after they have been reabsorbed by 
arachnoid villi. 

Lymphocytes are able to cross the BBB (Hickey et al.. 
1991) in such diseases as multiple sc1erosis or Guillain
Barré syndrome. considered immune diseases of the cen
tral nervous system, which can be reproduced experimen
tally in the animal models of experimental aCUle en
cephalitis (EAE) and experimental auto immune neuritis 
(EAN), 

Another interface between the brain and the immune 
system is represented by choroid plexuses (CP). whieh 
regulate blood/ CSF interactions. CP tilter numerous mole
cules of brain metabolism and actively produce essential 
components of the CSF (Spector, 1977). Histologieal 
studies have demonstrated the presence of potential antigen 
presenting cells such as macrophages (Matyszak et al., 
1992) and dendritic-like cells within the villous stroma of 
CP in HIV patients (Hanly and Petito, 1998) as weil as 
between epithelial cells in elderly subjects (Serot et al., 
1997), but their immunological characteristics have not 
been previously documented. 

Dendritic cells constitute a complex family of mononu
clear cells with numerous functions (Banchereau and 
Steinrnan, 1998), They trap and process antigens, migrate 
to lymphoid organs and trigger naive T -cells in the 
initiation of humoral or cellular immune responses. or in 
the development of active tolerance. These differem types 

0165-5728/00/$ - see front malter © 2000 Published by Elsevier Science BV, AIl rights reserved. 
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of stimulation depend on immunophenotypic variations in 
accessory molecules expressed by dendritic cells. 

Here we report a study where the immunophenotype of 
human CP dendritic cells was investigated. 

2. l\tlaterial and methods 

CP were removed post mortem. from 10 patients de
ceased in a nursing home. They were 9 women and 1 man 
of a me an age of 86.3:::!:6.7 years old. Two of them had 
been mentally healthy at the time of death, one suffered 
fro m mLxed dementia, two from vascular dementia and five 
from Alzheimer' s disease. Autopsy was conducted after 24 
h, after obtaining consent from the patients' families. All 
samples were divided into two parts. One was fixed in 
glu taradelhyde 2.5% and the other was snap-frozen in 
liquid nitrogen. 

Fixed samples were then embedded in Epon, and 
processed as semi or ultra-thin sections, respectively 
stained with Azur II blue or 4% uranyl acetate and lead 
nitrate . These sections were examined using an Olympus 
BH-2 (Olympus. Tokyo, Japan) or a Philips CM1 2 electron 
microscope (S iemens, Berlin. Germany). 

Frozen samples were maintained at -80°C in view of 
immunotluorescence studies. Seriai 4- f-Lm thick sections 
\Vere processed with a cryomicrotome (Siee. London, 
England), collected on clean glass slides and fixed for 45 
seconds in a microwave oyen. The first section of each 
sample was stained with toluidine blue for histological 
examination. Indirect immunotluorescence was performed 

Table 1 

:Vlonoclonal antibodies used ior immunophenotyping human choroid 

plexus intraepitheli al de ndritie cells 

Figures in braekets indieate the number of positive / tested samples. 

Data in italies represent signifieant pos itive ieatures of these ee lls. 

Ali antibodies \Vere purehased t'rom Beekman Coulter (Miami. FU 
~xeept the monoclonal antibody against [L-I O (MAB2 17. RD Systems . 

. \bingdo n. UK). 

Lymphoid lineo.ge differentiaüon J.ntigens 

CD3 01/0 
C04 01/0 

C0801/0 

C021 0110 
C022 01/0 
C024 01/0 

Monocyte-macrophage differentiation llIHigens 
COlla :l110 CD14.J110 

CD //b 7110 COl601/0 
COllcO/lO 
C0 13 0110 

C032 JO/1O 

CD360/10 

Dendriric cells-associared differenriarion antigens 
COla 2/ JO COS8 0/10 
CO lb 1110 C080 0110 
CO le 0110 
C034 0//0 

Cytokine 

[L-IO JO//O 

C083 0//0 
C086 0/10 

C02S 01/0 

C028 01/0 
CD3S 01/0 

C040 0/10 
CD640/JO 

CD68 JO/ JO 

5100 0//0 
DR 10/ JO 

DP 8//0 

DQ 3//0 

to investigate the immunophenotype of dendritic ceUs, 
using a series of monoclonal antibodies as summarized in 
Table 1. All incubations were performéd at room tempera
ture in moist chambers for 60 min with monoclonal 
antibodies, followed by three washes in phosphate-buf
fered saline (PBS). The second-step reagent was a rabbit 
anti mouse purified antibody conjugated to FITC (Dako, 
Glostrup, Denmark). After labeling, the slides were 
mounted in PBS / glycerol and exarnined under ultraviolet 
light with an Olympus BH-2 microscope equipped with a 
Ploem system of epi-illumination and microphotography 
devices. 

3. Results 

Similar results were observed for al! patients , indepen
dently of the presence or type of dementia at death . 
Morphologic studies allowed to observe choroid villi with 
large capillaries in a connective stroma presenting 
inhomogeneous thickened areas with occasional fusiform 
ceUs and numerous hyaline bodies. A single layer of cubic 
epithelial ceUs with round nuclei lined the protruding side 
of the villi . These ce Us often contained lipofucsin deposirs. 
The central glomus contained arteries and veins wirhin an 
abundant stroma, rich in psammoma bodies. Sparse iso
lated nuclei obviously different from those of epithelial 
ceUs were seen stretched along the apical side of the 
epithelial basement membrane. 

Transmission electron microscopy demonstrated_ in the 
cytoplasm of epithelial ce lls. the presence of large mito
chondria. lipofucsin vacuoles and filamentous Biondi 
bodies. Epithelial ceUs were tightly bound to the basement 
membrane. except in areas where dendritic like ceUs could 
be seen (less than 1 for 100 epithelial ceUs). These 
dendritic-like ceUs presented a reniform nucleus with 
de nsitied peripheral chromatin. a clear cytoplasm \Vith 
numerous lysosomes. small mitochondria. microtubules. 
filaments and endoplasmic reticulum cisternae (Figs. 1 and 
2) . Phagolysosomes were not visible, nor tight junctions 
between these ce Us and adjacent epithelial cells . Occa
sional cytoplasmic segments could be seen between epi
thelial ceUs. with the same ultrastructural characteristics as 
those of dendritic cells, and likely to represent dendritic 
protrusions. 

The stroma contained fibroblasts with an irregular 
nucleus and dark cytoplasmic expansions rich in endo
plasmic reticulum (ER), and globular macrophages with a 
clear cytoplasm filled with abundant ER, lysosomes and 
bulky phagolysosomes. Star-shaped dendritic cells , 10 to 
20 times more numerous than in the epithelium, yet 
displaying the same morphological characteristics as those 
located within the epithelium, were also present close to 
the epithelial basement membrane. 

Examination of CP sections after immunohistological 
staining allowed to observe star-shaped ceUs between 
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Fig. l. Trnnsrnission elttlfQn micfQscopy (origirm l magnillc~tionX2..\OO). TrJnsver.sc section of n human çhoroid plexus villus. showing nn ~lon!,!3tcd 

intr.lepithdinl dendritic çell (arroW) in close comnci with Ihe epithelial ba~cmenl membmne. SM: basemem membmne: Ep: ~pilhelial cel l. M: 

mitochondrin: N: nudeus: S: stroma. 

epithelial ceUs. i.e. with [he same location as dctennined in 
electron microscopy. As summarized in Table 1. intra
epilheliaJ dcnuritÎc eclls expressed COI lb (7/10 cuses). 

CDI3 (41 10), COI' (4/10), CD32 (ID/ID), CD68 110/ 
10). HLA DR (10/10). HLA OP (8 /10). HLA DQ 13/10) 
(Fig. 3-5). Cytoplasmic labding l'or IL-ID was seen in ail 

Fig. 2. Tr:l.J1smission eleclron microseopy (original magnificalionX3(00). Tr:msverse section of a human choroid ple.~us villu.~ showing Ihree cytoplasmic 
processes (arrows). be\ween epithelial cells. likely to belong to a dendritic cell. SM: basement membrane: Lp: lipoÎucsin: N: nucleus: S: Slrom!l.. 
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Fi~ . J, IndirCCI imillunolluore~cence lorigin~1 magnificalionX 1(0). 
Tr:ln~\'erse ~clion of a human ch%id plexus showin)! CD):! eJ\pn:s~ion 
l:lrrOWs) .lnd aUlolluoresccnl lipofucsin vacuoles in intr:lcpithelial cells. 
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FiS_ 4. Indirect immunofluoresccnce /original magnificatioIlX-IOO). 
Transverse section of a human choroid plexus villu. showing CD68 
expression (arrow.) and aUlollllorc$Ccnl lipofucsin ":lcuol e~ (LpJ in 
i l1lnl~plthelial cells. 

Fig. 5. Indirect immunofluorescence (original magnificalionX4(0). 
Transverse section of a human choroid plexus villus showing HL" DR 
expression (arrows) in dendrilic cells and aulof!uorescem liporucsin (Lp) 
in intracpilheli~1 cclls 

Fig. 6. Indirect immunofluorescence lorigin~1 m3gnifica lionX 40Q). 
TF.ln~\'erse ~ction of a human choroid plexus shQwin.g IL·I O expres.ion 
in imF.lepithelinl dendri tic cel1~ (3rTow~1 nnd 3ulo-ftl,loresc:eul l ipofuc~in 

vnclloles wilhin epithelial ",clb (Lp). 

cases in dendri tic cells but no other cell type (Fig. 61. The 
proportion of IL-I 0 cOlltaining cells represented about 90'ié 
of CP intra-epilheliul dendrilic cells. 

4. Discussion 

This st udy confimls the presence. in human CP. of 
intra-epithelial dendrilic eclls. dispiaying Iypical mor
phologie eharactcristies and an immunophenolype similar 
10 Ihat deseribed in immature dendritie eell s (Banchereau 
and Steinman. (998 ). 

These cells differ frorn macrophages by the absence of 
phagolysosomes (Wright-Browne et al.. (997). They <lp
pear to be in close contact with the epithelial basement 
membrane. bUI no incidence allowed 10 visualize a ccli 
erossi ng this membrane. Longitudinal sections showed 
them flattened along the base ment membrane. transversal 
sections and immunohislOlogy demonstrated thcir star-like 
shape. These cells have the same morphology than CP 
stromal dendritic eells located beneath the epitheliul SM. 
As CP epithelial cells h3ve bcen estimated to amount at 
approxi mately JOOx lO I> (Dohrmann. 1970). :lI1d since wc 
observed intra-epithelial delldri tic eells with u frequency of 
about 1 for 100 epi thelial cells. this dendritic cells com
partment eould represent around 106 cells in the human 
brain. 

The dendri tic eclls family tree is stiJl a matter of debate. 
as these eells can be induced in vitro from immature 
myeloid, monocytie or even 1ymphoid preeursors (Ban
-chercau and Steinman, 1998). Immunophenotypic charac
teristics may help identifying the origin of dendritic eells 
in a given tissue. Our data concur with a monocytic origin 
of CP dendritie eells. The presence of intraeYloplasmic 
IL·lO was an unexpeeted fi nding. It is however still 
congruent with a monocytic origin . Human cord blood 
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CD34+ hcmopoictic progcnilors have been reported to be 
able to different iate into CD14+ dendritic cells expressing 
CD68 and lL-lO (De Saint-Vis et al., 1998), and the CP 
dendritic cells we observed expressed both these differen
tiation antigens. The absence of such accessory signais OlS 

CD40, CD80 or CD86 suggests that CP dendritic cells arc 
in the immature state reponed for most tissular dendritic 
cells (Banchereau and Steinman, 1998). IL-lO. which has 
been reported to downregulate the expression of CD80 and 
CD86 (Groux el al., 1996) could be an autocrine factor 
maintaining trus quiescenl state in CP dendri tic ceUs. 

Once activated. dendritic cells are antigen presenting 
cells extremely efficient in initiating T cell-dependent 
inunune responses. Inactive dendritic cells lacking CD80 
and CD86 may conversely induce T-cell anergy (Steptoe 
and Thomson. 1996). Again, [L-1O is an immunosuppres
sive cytokine favori ng either T cell anergy (Groux et al., 
1996) or the development of TH-2 responses (Rousset et 
al.. 1992). 

CSF cont3ins numerous molecules derived from brain 
metabolism (Noppe et al., 1986) which remain secluded 
[rom the rest of the body by the blood brain barrier. 
Among Ihese molecules are the glial fibrillary acid protein 
nnd myelin basic protein. The latter might be involved in 
the palhogenesis of multiple sclerosis when this barrier is 
altered. CP epithelial cells. with their uniquc propenies of 
bi-directional transport. frorn the blood to thc CSF and 
from the CSF to peripheral blood (Balin and Broadwell, 
1988; Zheng, 1996), can process these proteins without 
inducing immune responses. Many of the [cntures of CP 
dendritic cells therefore indicate thnt Ihey may actively 
participate to the immunological silence of the brain and 
thcir key position could be relevant 10 maintain immune 
lolerance to brain proteins processed by CP. 

ln conclusion, Ihis study of a scldom exnmincd human 
tissue demonslrates that dendrilic cells possibly derived 
from monocytes and presenting numerous immullosuppres
sive femures are present in significant Ilumbers in human 
CP. 
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Abstr:lct 

Polate is involved in the cerebral metabolism of cobalami ne, methionine, LMtyrosine and 

acetyJcholine. Remarkably CSFMfolate levels are 3A limes higher than bloodMfolate levels. 1'0 

reach the brain folate is act ively transported by choroid plexus (CP) as weil as vitamins B6, 

B1 2, C and E. Epithelial atrophy hav ing been reported in aging and in Alzheimer's disease 

(AD), wc measured the fo late-Ievels in CS F of 131, including 30 AD pat ients, consecutive 

patients to evaluate wh ether CP funct ions of fo late-transport were impai red. Folate 

concentrations do not vary with age (10.53 ± 2.4 nglml in the midd le age, between 20 and 60 

years; 10.33 ± 2.81 nglml in the 39 e lderly contro l pat ients older than 60 years orage range, 

p>0.05) while lale-onsel AD patients had CSF-folate levels significantly lower (8.26 ± 1.85 

ng/ml , p<O.OOI). These data support a specifie alteration of CP transport function in AD 

patients. 
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Choroid plexuscs (CP) sccm to play a major role in brain physiology, since they 

produce 90 % of the cerebrospinal fluid (CS F) (McComb, 1983). Tbese venlricular structures 

synthesize such proteins as transthyret in (TIR) (A ldred ct al., 1995), and filter brai n 

metabo li tes (Keep and Xiang, 1996). CP al so transport anionic and calionic amino acids 

(Preston et al. , 1992; Sto ll et a l., 1993), purine and pyrimidine nucleos ides (Wu et a l. , 1992), 

glucose (Cornford el al., 1998), rolates, vitami ns 86, B1 2, C (Spector, 1977 and 1981 ) and 

probably E (Fand e l al. , 198 1). 

Folate, provided by food , cannot reach the brain directely, owing to the blood-bra in

barrier. CP aClÎvely transport peripheral blood 5-meth yltetrahydrofolate (Reynolds, 1979), 

allowing fo late 10 reach the CSF and then pass ively diffuse into brain cell s (Schne ll et al. , 

1977). This rcsults in folate CSF levels 3-4 times higher than folate blood levels in man (3-10 

ng/ml) (Reynolds et aL, 1972). Folate concentration is very homogcneous in the CSF, sim ilar 

in the vcntricles and in the lumbar canal (Alperin cl aL , 1970). Folatc mctabo lites act as 

coenzymes for DNA synthes is and transmethylalion (Ordofiez, 1979), and play a part in the 

metabolism of cobalamines and methion inc. Folate is a1 so co-factor for L-tyrosinc 

hydroxylase and 5-hydroxytryptophanne hydroxylase, involved in the synthes is of 

acetylcholine, dopamine and seroton in (Ordofiez, 1979). 

Agi ng seems to induce significant Illorphological modifi cations of CP, majored in 

pat ients with Alzheimer's disease (AD). These alterations of CP microanatomy include 

cOllnecti ve tissue fibrosis, epi thelial basemenl membrane thickening, epithelia l thi nning and 

the appearancc of villous ca lcifi ed materia l and psammoma (DUlm et al., 1955; Jellinger, 

1976; Sero! et aL, 1997). Moreover, in AD patients, the hydraul ics of CSF is modified, with 

vent ricular contaminat ion or delayed rcabsorpt io l1 (Barto lini et aL, 1982), and lowered leve ls 

of CS F-1TR (Riss0en, 1988; Serat et aL, 1997). These feal ures arc suggestive of CP 

dysfunction , which might have an incidence on the proper transpo/1 o ffo late. Wc invest igated 
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th is hypothesis by assaying folate levels in CSF s8mples From a retrospect ive series of 131 

patients. 

Patients and methods 

Ail samplcs had been obt'a ined by lumbar punction, prescribcd ta ru le out such neul"ologica l 

di sease as central nervotls system infect Îon 01" subarachnoid haemol"rhage, or to perform diagnostic 

myelography. T hey were processed for their intended use, then stored at -30°C. The series of s3mples 

se lected conta ined less than 0.60 gli protcins, and Icss than three cells/ml. Retrospecti ve ana lysis of the 

pat ients' fïles allowed 10 partition the samples withi n three groups. 

Group 1 inc ludcd 62 ad ults aged bctween 20 and 60 years (30 wOlllen, 32 men, mcan age 40. 1 

± Il.6 years old). 

Group II comprised 39 normal menta lly hcalthy elderly subjccts of more than 60 years of age 

range (28 WOlllen, II men, rnean age 73.2 ± 7.5 years old). 

Group III \Vas composed of 30 AD patien ts ofll1ore than 60 years ofage range (19 WOlllen, Il 

men, mean age 75.9 ± 6.7 years old). Probable AD diagnosis had bcen made accord ing to the 

N INCDS-AD RDA criteria (McKahn et al., 1984). 

Ail patients had normal plasma folate Icve ls, excepl 2 AD patien ts who presented sli ghtly 

lowered levels. CSF samples were assayed on the Access Immulloassay System (Sano fi Diagnostics 

Past.eur Inc, Chaska, Minnesota, USA), with the Access Fo late test (Sanofi Diagnostics Pasteur Inc) a 

competitive receptor-binding assay us ing paramagnetic particles ta separate fi'Ce and ooll nd fraclions 

and a chemilumi nesccnt sllbtrate. Folatc in the samp le cOlll petes with the fol ie acid-alka line 

phosphatase conjugate for bind ing sites on a limited amount of fola tc bind ing protein. Resu ltillg 

complexes bi nd ta the solid phase via mouse antibodies directed to the folate- binding protein . Af'ter 

magne( ic separation and washing, a chemil um Înescenl substrate ( Lull1 i ~PllOS 530, Sanofi Diagnostics 

Pasteur Inc) is added to the reaction vessel. The resulting photon production is in versely proportional 

to the concentration of folate in the sample. Calibration \Vas achievcd lIsing Access Fo late ca li brators 

(Sanofi Diagnosti cs Pasteur Inc) to oblain a s ix-point curve. The lowcst dctectab le level of folie acid, 

with 95% confidence, Îs 0.5 nglml. The analytical sensiti vily value is Înlerpolaled From Ihe curve al a 

point two standard deviatiolls above the average measured zero analytic ca librator signal. For each 

series of mesures, quali ty cont rol was performed with Lyphochek immulloassay control serum (3 io

Rad, Hercul es, CA, USA). Day to day controls yie lded a 7.3% CV for Lyphochek nllillunoassay 

control seru lll level 1 (mean 9.7 ± 0.7 nglml). 

Data wcre exprcssed as the mean ± SD for each group, and stat ist ica l analys is using Student's t 

test \Vas performed with the Siide Write Plus software (Carlsbad, CA, USA). Signilïcat iv ity was 

considered fo r p<0.05. 



FOLATE 5 

llcsults 

Groups 1 and " were ofsignifieantly diffcren tlllean age and allowcd to observe fola te 

levels over a range of 20-90 years old as shown in figure 1. There was no variation of folate 

levels with age. Indeed, the Inean levels in each group were respectively 10.53 ± 2.4 ng/ml in 

the middle-age and 10.33 ± 2.81 ng/ml in the aging control group (p > 0.05). 

Conversely, despite some overlap between patients with AD and eldcrly eontrols, 

signi fieantly lowered levels were observed in AD pati ents at 8.26 ± 1..85 ng/ml (1' < 0.001). 

Morever, this decrease appeared slightly corre lated with age (r = 0.43). 

We tested whether CS F-fo late levels varied wi th the severily of dementia. A weak 

correlation was noted with the MM SE score (r = 0.35). 

Discussion 

This sludy reports on the stability of CSF folate levels over age, and on a significant 

decrease in AD patients. CS F-fb lat.e levels result from an active transport through CP, a 

saturable processus sinee CSF levels do Ilot change when plasma folate levels exceed 20 

ng Iml (Alperin el al. . 1970). In AD. serum-folate levels have been reporled comparable 10 

those of control subjccts (Jooslen ct al., 1997). Thcreforc, the observed decrease ofCSF-folate 

levels is 110 1 on behalfofa peripheral deficiency. 

Inborn de recls of folate transfer by CP are known. For instance, Wevers ct a l ( 1994) 

reported the case of a pati ent \Vi th a slowly progressive neurological di sease characteri zed by 

a cerebellar syndrome, a pyramidal tract dysfullclion, having a severe CSF-f"blate deficiency 

with normal serum status, reflecling a di sturbed lransfer of fo late in the CP. Epithelia l 

atrophy, a classical phenomenon assoc iated wÎth agÎng has also been reporled 10 involve CP 

epithelial cell s (Dunn et al. . 1955; Serol el al. , 1997). This atrophy generatcs lower enzymatic 
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activitÎes, such as in pancrcas where bicarbonate, lipase and chymotrypsin aClivilies decrease 

of respect ively 17.2, 15.2 et 23.2 % (Vellas el a l. , 1988). In raI CP, Ferranle and Amenla 

( 1987) have shown a decrease of succinate and laclate dehydrogenases of respectivly 26. 1 and 

de 9.3 %. In thi s study all AD patients had significantly lowered levels of CSF-folate and 

normal serum-folate concentrations except 2 who presented a slightly defcct. This is 

consislent wilh an acquired defecl in the CP folate binder in keeping with morc severe 

alterations of CP epithelial cell s. 

Since the volume of secreted CSF is lower in elderl y control individuals (0.4 1 ml/mn 

in young hcalthy patients versus 0.19 ml/mn in aging patients) (Mayet al. , 1990), the stable 

CSF-folate levels we observed suggest a proportional decrease of acti ve transport phenomena 

and tlow. Besides the braill volume decreases with aging, while the CSF-voillme increases 

chietl y in late-onsel AD (Tanna el al. , 199 1), therefore the turnover of CSF is reduced, 

yielding a lowered tlow ofCS F-folate. 

Other molecules such as thiamin, vitamin B 12, vitami n C and probably vitamin E arc 

active ly tra nsporled by CP epithelial cell s (Tallaksen et al. , 1992; Fand et al. , 1981 ; Spector, 

1981 ). Although serum vitamin B 12 concentrations are comparable in AD patients and 

control subjects (Ikeda et al ., 1990; Joosten et a l., 1997), vilamin B 12 is also at lowcr Icvels in 

the CSF of AD patients (Ikeda et aL , 1990). The decreased CSF/serul1l vitamin BI 2 ratio can 

he explained by a dys function of CP transfer (Regi and ct al. , 1992). The metabolislll of S

adenosylmcthionitlc, the most impol1anl methyl donor in the ccntral nervOliS systcm, is 

closely linked ta fo late and vilamin B1 2 process. The lawered CSF-Ievels of S

adenosylmelhionine observed in AD patients (Bottiglieri et al. , 1990) could be a conscquenee 

of th is impaired transport of fol ale and vitamin B1 2, and could result in a depressed state 

consecutive to a decrcascd synthes is of Iloradrenalin and serolonin (Baldcssa rÎni , 1987). 
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Wc have previously reported a signiftcanlty greater Il attening of CP epi lhelial cclls in 

AD patients compared 10 age-matched mentall y healthy individuals (Scrot et al., 1997); 

accordingly the other CP binders are probably impaired. Vi tamin E concentrations are low in 

AD patients CSF (Toghi et a l. , 1994; limenez-limcnez et al., 1997). Vitamin E, as weil 

vitamin C, is an important chain-breaker anti-ox idant and a decreased flow cOllld favou r the 

oxidative stress described in AD brain (Smith el a l. , 1996). 

ln concl usion, our data report on the stabi lity of CSF-folate levels wilh ageing while, 

in AD pat ients, decreased CSF- rolate leve ls could be relatcd to a specifie defect of fo late 

tranSp0l1 in CP. 
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Abstlllct. Accumulation of advanced glycatioll end producls occurs in the brain with ageing 

and was proposed to be involved in pathogenesis of Alzheimer's diseuse. Wc stud ied changes 

in Ihe level of an carly glycation product, an Amadori product, in cerebrospina\ flu id (eSF) in 

ageing and in late-onset Alzheimer's di sease usillg anti-hexitol-Iysine antibodies. The work 

was realized on 99 consecutive patients. The concentration of Amadori product in csr 

cOl1'elated wi th glucose concentration but was not changed as a functiol1 of age (n=70). ln 

contrast, Jevel of CSF Amadori product was 1.7-fold higher in Alzheimer's disease patients 

(11=29) as compared with llon-demcllted age-matched control group (11=20; P<O.0005), 

although eSF glucose concentration was simi lar in both groups (4.1± 1.3 vs. 3.8±O.6 mmol/I, 

resp. ). Increased accumulation of Allwdori product was found in a il major proteins of eSF of 

Alzheimer's disease including albumill and apolipoprotein E. We suggesl Ihat the increased 

glycation of eSF proteins in Alzheimer's disease is reJated with impairment of CSF 

circulation and increased half- life of eSF proteins due to morphological al terations of the 

choro id plexus in late-onset Alzheimer's di sease. Acculllulated CSF Amadori products may 

prolllote the pathogenes is of late-onset Alzheimer's disease by stimulat ing the depos ition of 

ad vanced glycation end products and oxidative stress in the brai n. 

Key Words: protein glycation; ageing; Amadori product; Alzheimer's disease; cerebrospinal 

fluid; choroid plexuses. 

Running title: Increased glycation in Alzhcimer's eSF. 
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1 nlroduction. 

G1ycation reaction is a post-trallslational modification process occurring belwecn frce 

rcduci ng sugars and free amillo groups of proteins. Amador i product, the firsl stable product 

of Ihe reaclion, can be consequently transformed in advanced g lycation end prorlucts (AGEs), 

irreversi ble adducts of the Mai llard reaction [Monnier, 1989]. AGEs tend 10 accumulate in the 

brain in course of ageing. Alzheimcr's disease (AD), the lead ing cause of senile demelltia, is 

characterized wi lh format ion of seni le plaques and neurofibrillary tangles in the brain as the 

major hallmmks. Severa l studies demonstrated the incrcased accumulation of AGEs in AD 

brain [Smith, 1994; Vitek, 1994] and an implication of AGEs in the pathogenesis of AD has 

becn proposed [Finch, 1997]. AGE modificat io ns and oxidative-slress rnechanisms can both 

impai r the fu nct ions of neuronal protei ns and result in synergislÎc<1l1y accelcrated protein 

damage [Smith, 1995; Munch, 1998]. Moreover, glycation of antioxidative enzymes would 

inactivate their enzymatic activitics and resull in cnhanced production of reactive oxygen 

specics and accelerate oxidative damage to the ccUs [Fujii, 1996]. 

ln the present work we studied the level of glycatioll in ccrebrospinal Ouid (CSF) in 

course of agei ng and in AD. We dClllonstralcd no effccts of agcing on glycation level in CSF 

whercas incrcased glycation was shown in csr of AD patients as compared to age-matched 

control. Wc proposcd that the high glycation in AD may be rclalCcl to impaired circulation of 

est:' in lhcse patients and may be accompanicd \Vith l1umcrous neuropathologieal 

consequences dlle 10 damaged proteins. 
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Methods. 

Patients. Subjects used in Ihe study were hospital ized in the Hôte l-Dieu Hospital 

(Mont Saint-Martin , France). CSF was obta ined from 70 contro l inclividuals without clementia 

(50 young and midd le aged patients and 20 aged patients over GO years old) and 29 patients 

over 60 ycars o ld with diagnosis of probable AD as il was estab lished accord ing to the 

NINCDS-ADRDA criteria [McKahn, 1984] (Table 1). Ali CSf samples choscn for the stucl y 

had Cl prolein concentration less than 0.60 g!l and less than threc cell s/ml. Subjccts wilh 

diabeles werc excluded from the shldy. MMS test was llscd \0 assess Ihe scverity of probable 

AD [Foistein, 1975]. CSF was obtained by lumbar puncture, prcscribed to rule Qut such 

neurological disease as CNS infection, or subarachnoid hacmorrhage or to perforrn diagnosti c 

mye lography. They were processed for their lise, then stored at -30°C before measllrement of 

Amadori product concentration. 

ELiSA delection of CSF glycalion in vivo. Amadori producls were measured in CS F 

using monoclonal anti-hexitoJ-lysine ant ibodies by modi fi ecl melhod [Myinl, 1995]. Samples 

ofCSF were d il uted 1:250 willl PBS, pH 7.4 and 50 pl of the so lution (nem 50- 100 ng of 

prolei n) were added ta the well s of an immunoplate (Nunc, USA) along with 10 ~ tl of freshly 

prepared 0. 1 M NaBH4 in 10 mM NaOl-! . The plaie was incubatcd for 2 h at room 

lemperatllre. Unbound proteins were washed 5 times with PBS conta ining 0.05% Tween-20, 

and non-spec ifi e bind ing was blocked with 250 ~I I of 1 % BSA during 1 h at 37°C. Albllmin 

so lution was removed and 50 ~tl of monoclonal anti-hexi tol-lysine antibodies d il uted 1: 1 000 

wi th PBS was added pel' weil. Plates were incuhaled for 2 h al room tcmperature, wells were 

washed and 50 p l of perox idase-conjllgated goal anti-mouse IgG (1 :5000 d ilu ti on in PBS) 

\Vere added per weil , fo llowed by incubation fa r 2 h at roam lemperalure. Peroxidase activily 

was delected by addi llg 50 p l of o-phenylenediamine so lution contain ing 1-1 2:0 2: prepared 
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accordi ng ta the instruction of manufacturer. The fenction \Vas performcd for JO min al rQom 

lcmperaturc and stopped by addi tion of 50 ~d of J N H2SÛ4> Absorbancc was measured al 490 

nm with a plaque reader Dynalech MR 5000 (Dynatech, UK). Calibrat ion cmve \Vas linear in 

0-0.4 O.lI. range in the experimental conditions. If the response of a sample was out of li near 

range, init ial dil ution of sllch a sample was corrected. The Amadori praduel concentration was 

cxpressed in arbitrary unit/mg ofprotein using Following equation: 

[Amadori product] ~ 1000 A490 i([protein]V iD), 

where A490 is absorbance at 490 nm in O.L1.~ rproteinJ is total CSF proteill concentration in g/I; 

Dis a dilution factor; V is appl ied volume in J.ll. 

Olher melhods. Reduced CSF samples were separaled on 12% po1yacrylamide gel 

electrophoresis in the presence of sodium dodecyl-sulfate, followed by Coomassie stain ing or 

Western blot transferring. The membrane was blocked wi th 3% BSA and treated using 

monoclonal anti-hcxitol- Iys ine [Myint, 1995] or anti-apoE antibodics (Cal biochem, USA). 

The chcmiluminescence method was lIsed fo r the detection of peroxidase act ivity with an 

ECL kit (Amersham, UK). Data were stat ist icall y ana lyzed using Stuclent's 1 lests. 

Significance was considered [or P values <0.05. 
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Resulls. 

Elfecl of ageing on Amadori product level in CS F was studicd on 70 normal n OI1-

demented subjects at d ifferent age. Fig.l shows glucose and Amadorî prodllct concentrat ions 

in CSF as a fllllclion of age. No significant changes neither glucose nor glycation levels with 

ageing were detected. Furthermore, wc studied CSF glycatioll in AD. CSF protein glycation 

was esti mated in AD pati ents (n=29) as compared with age-matched control group (11=20). 

Wc found tha! in both groups glycation level correlated with glucose concentration but with a 

large dispersion (Fig.2) . However, AD group was characterized with signifi cantl y higher 

g lycation level (3 .8± 1.7 arb.u. in AD vs. 2.2±O.7 arb.u . in control ; P<0.0005). Apparently, thi s 

1.7-fo ld augmen tation in g lycatioll among AD patients was not due to g lucose concentration 

in csr that was similar in both groups (Table J). Moreover, plasma glucose concentration in 

AD did Ilot d iffer from that ofconlrol (5.8± 1.4 and 5.8± 1.1 mmal/ I, rcspectively). To study 

the possible effects of glycat ion level 011 discasc severity patients were d ivided into three 

groups on the basis of the severi ly, severe AD (MMS< IO, 11=5), moderate AD (MMS 10-:- 19; 

n= 15) and slight AD (MMS 20+26; 11=9). The glycatioll is higher in severe AD than in 

llloderaie one (4.8± 1.4 vs. 3.5±1.9 arb. lI .), although the d ifference was not signifi cant. Patients 

in initial stage of the di scase (3.7± 1.3 arb. u.) did not diffcr From the moderate group. 

Is the incrcased glycalion in AD a reSlil1 of specifie changes or a non-specifie process? 

Ta answer Ihis question, wc studied glycat ion of csr proteins using e!eetrophareti c 

separat ion of CSF patterns from AD patient and control (r:'igJ). Wc observed Ihat ail major 

proteins From AD csr pattern were more glycated than thcir countcrparls From no rmal csr 

(fig.3B). Thus, glycat ion in albunlÎn normahzcd on prolcin C]llalltity \Vas nem 1.5 fa Id in AD 

pat ient as compared to control (total CSF glycation of the samples was 8.9 and 3. 1 arb.u./mg 

of protc in, resp.). Other major CSF protcins stlch as serrotransfcrrin, a l -antil rypsi n, [gG, 
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apoE, apaJ and transthyrelin were also more glycated thro ughout stucli cd representativc AD 

patients as comparee! to control. j-Iowever, specifie glycalion depends on numerous parameters 

variable for different proteins slich as amino acid sequence, acccssib ili ty of ils lys ine residues 

10 glucose and half- life of the protein. 
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Discussion 

Accumulation of AGEs in the brain is a feature of ageing [Munch, 1997] and Maillard 

reaction is implicated in the developmcnt of pathophysiology in agc-re latcd di seases slich as 

diabolcs melli tus, atherosclerosis and Alzheimer's disease [Thorpe, 1996]. The possi ble role of 

AGEs in AD palhogellesis was initially proposed because of drastic 3-fold augmentat ion of 

their content in AD brain as compared to normal ti ssue. In addition, in vitro studies 

demonstrated that AGE-modi fi ed amyloid f3-peptide promûtes rapid amyloid aggrcgatioll 

[Vitck, 1994]. AGEs werc detected also in AD tangles and the glycation o f prote in tau was 

proposed 10 play a ro le in stabili zing paired helical filaments aggregation Jeading 10 tangle 

formation in AD [Smith, 1994; Ko, 1999]. 

The present work was performed to study early stage of glycation, e.g. formation of 

Amadori product, in CSF protcins in course of ageing and in AD. Wc found no significan t 

eff ccts of age on carly glycat ion in CSF of normal inclividuals. Wc sl1ggest that the AGEs 

accumulation with age is not rclated to changes in glycation rate which remains stable. Jn 

contrasl, CS F of AD patients revealed J.7 fold higher level of glycation than control patterns. 

Moreover, wc ohserved a higher glycal ion level in severe AD as compared to moderate 

disease although the diffe rence was not significant. Amadori product is relatively shOrl-l ived 

(<fays and weeks) adduct and the time ofbrain cumulative exposition 10 its high concentration 

may be ano ther important factor in the AGEs depos ition and the progress of AD. 

Acculllulaled Amadori products may lead not only to AGEs deposilion in tissues hut also 10 

other pathophysio logical consequences sllch as acti vation of oxidative stress, protein 

flggrcgation and cross-linking, loss of receptor-hînding, cnzymatic or other physio logical 

activ ities by glycated proleills. 
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Furthermore wc demonslrated Ihat Încreased CSF glycation in AD is not due 10 

specifie protein(s) as ail major proteins arc invo lved in the process. Consideri ng Ihat CS F 

al bumi n is of plasma origin [CuUer, 1970] whereas nearly 90% oftransthy retin is synthes ized 

by choroid plexus [Ingcnbleek, 1994J and a major part of apoE deri vcd from the brain 

[Zlokovic, 1994; Yamauchi , 1999], il may he concJuded Ihat indeed high glycat ioll in AD 

CSF found in the study takes place in CSF ralher than in plasma or other sites . Poss ible 

changes in glucose and glycat ion levels in plasma in AD are still controversial. Whilc Thome 

ct a l. [1996] cl id Ilot detected changes in bath these parameters in AD pati ents , o thers [Riviere, 

1998] dcmonstared moderate increasing in Amadori prodlicls of plasma proteins. 

The exact mechanislll of high glycation in AD CS F observed in the present work 

rcmains to be elucidated. The CSF fraction increased with age from 97 04 ml al 35 ta 164.5 ml 

at 71 years old [Tanna, 1991 ; Guttmann, 1998]. CSF secreti on by choroid plexuses is slowed 

clown with ageing and Ihis age-related redllctions in csr production, togelher with the 

ventricular d ilatat ion, should presumably resull in reduced CSF turnover [May, 1990]. 

However, ail these changes are signifi canl ly more profollnd in AD. AD brain volume is 

deereasecl on 7% comparecl 10 contro l and CS F fraction is increasecl 10 245.3 ml [Talma, 

1991]. AD is characterized with delayed CSF clearance [Bartolin i, 1982] and such 

morphologica l alterations of choroid plexuses as epithelial atrophy and Ih ickening o f 

basemenl membrane were descri bed in AD brain [Serot, 1997; Sera I, 1999]. We suggest tha t 

Ihese factors pro long half-life of CS F proteins in AD and rcsult in high glycatioll in CSF and 

cOllsequenl ll Ul11erOlis di sturbances. Thus wc concl ucle Ihat excessive protein glycation in CSF 

may be an adcl ilional risk factor of AD. The possible participati on o f CSF protein glycatioll in 

AD pathogenesis is sUllunari zed in r·'i go4 . Knowil risk factors of AD slIch as age or apoE 1;':4 

allcle ll1ay acce lerale these processes. Furthcr stud ies ShOll ld also csta b1 ish a role of thi s 
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phenomellon in the pathogenesis of AD and a prognosti c value of the CSr: glycation 

parameter in AD progress. lt is al so interesting ta note that apoE4, the major genetic risk 

factor of latc*onset AD (Striltmatler, 1993]. demonstrated higher sensibility la in vitro 

glycation than normal apaE3 while glycated araE still keeps ils high binding affinity to 

amyloid f3-pep tide [Shuvaev, 1999]. 
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Table 1. Comparison of control individuals and AD patients. Mean and SD are shown. 

total number 
male/female ratio 
age, years 
CSF glucose, mmolll 
plasma glucose, mmolll 
CSF protein, mg/ml 

control 

<60 years >60 years 

50 20 
25/25 11/9 
27±19 72±7 
3.8±0.6 3.8±0.6 

5.8±1.1 
0.3±0.1 0.4±0.1 

Alzheimer's 
patients 

29 
10/19 
79±8 
4.1± 1.3 
5.8±1.4 
0.4±0.1 

13 



14 

Figure legends. 

Fig. l Effects of agei llg on the concentration of glucose (crosses) ,lIld the level of Amadori 

products (open circles) in CSF. Values are means ± SD of the number of determinations 

shawn in pa rcnthcsis. 

Fig.2 Glycation of protein CSF in AD patients (close circles; n=29) and in age-matched 

con trol s (open circles; n=20). Regress ion lines between CSF glucose concentration and 

glycation levcl arc shawn. 

Fig.3 Electrophoretic and Western blo! allalysis of CSF patterns of control sll~jects (lanes 1-4) 

ancl AD patients (Janes 5-8). Coomassie staining (A); Western blol analysis wi th ant i-hexitol 

lysine (B) and anti-apoE CC) antibodies. 3.8 ~g and 1.0 pg of total protein \Vere appliecl for 

Coomasie staining and Western blot. respecti vely. Corresponding concentrations of Amadori 

product are ind icated under the panel B. 

Fig.4 I-IYPolhet ical vicious c ircle of AD that includes increased CSF protcin glycation . 

Morphological changes in AD choroid plexuses reduce CSF production and along with 

augmcnted CS F volume in ageing bra il1 slow down CSF turnover. Low CSF protein turnover 

leacls to thcir excessive glycatioI1, a possible initia l s tage of acccleraled AGEs deposition and 

activalor of oxidative stress in AD brain. Last processes arc irnplicaled in arn yloid 

fibr illogcnesis, neurofibrillary langles formation and neuron loss during A D. 
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l'Icxus Choroïdes ct ma lad ie d ' Alzhcime r 

Imlll ll lw logic d ' u ll e in terfa ce ép ithélia le 

Les Plexus Choroïdes (PC) sccrèterH le liqu ide cép ha lorac hidien (LCR). synthétisent de 

Ilombreuses mo léc ules. tran spor1e rll de mu lti ples nutrÎrrr erllS du sang vers le LC R, réabsorb~nt certain s 

produits du rnet:lllo li srnc cçrébral conten us dam; le LeR. Cc trava il. consacré ft l'ctude des PC au cours 

dLi vieill isserrrent ct de ln maladie d'Alzhe imer (MA ), est basé sur l'hypo thèse de Ic ur part ic ipAtion li 

l' irnrnullosurve illllllcC cérebrale ct de leur implication dans ln pnthogê nie de la MA. 

Morpho logiq uemellt, le vie illi ssement des PC est m<lr<lué. aussi biell c hez le rat que cheL 

1"llOlIlmc. pa r une atrophie épithe li,r le et un épai ss issement de la membran e baSili c (Mn) épithél iale. 

Chez les pati ent5 soun"rant de MA. ces deux anomalies sont signifi cat ivement accentuées. 

l3iochinriquerncnt , dans la MA. les taux de fo lates et de tnllls thyrét ine d u LC R sont significuti vemern 

dimin ués. traduisan t une altération des fo nct ions de transport et de synthèse des PC. ct les taux de 

corps d·Allladori sont augmentés évoqun ll t un accro issement des phénomènes de glyeati on 

<;ceondai res il la d im inu tion du renouvell emen l du LCR. 

Dans le sérulll. des auto-anticorps anti- lvlB épit hél iale de PC orrl été retrouvés dans un 

pourcentage s ignificatif des patients sou ff"ral11 de MA par rapport aux témoins. L'ex<l lllcn 

irnnruno lri s tolog ique de PC pré levés en post-mortem a montré la présence de dépà ts d· lgG. IgM ct/ou 

de C lq. chez 1:1 plupart des pa tient s atteints de MA, le long de la M I) épi tlri!lia lc, po uvant être 

impl iqués dan s les anomalies morpholog iques et fonctionne lles o bservees. Des cell ules dendritiqucs 

illtra-épithé fialcs d'origine mOllocyta ire ont été détectees. Leur topographie, leur phénoty pe ct leur 

capacite à sec reter de l' IL-ID suggèrent leur cont ributio n au privi lège immunitaire cérébral. 

L'cnsemble de ces résu ltat s est ell faveur d'a ltérations impo rtantes de l'in terl:lce épi thé li nle des plex us 

choroïdes au co urs de la 1\lIA. 

Mots-Clc fs: Plexus choroïdes. viei lli sse men t, ma ladi e d ' Alzheimer, tra nsthyrcline. folates. corps 

d' A nladori, 1 iq u ide ecpha lorach id ien , ce llu les dcndri' iq ues. 
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