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« Ce n'estpasseulementau bout du chemin que l'on
arrive. A chaqueétapeon arrive quelquepart, à chaque
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« How would you design a 40-amino-acid
peptide that is rigid enough to survive
hundreds of acid baths at 10-minute
intervals, yet adaptable enough to bind
unrelated macramolecu/es with high
affinity at pH 7.4, and discharge them
rapidly at pH 5.5?
If you answered « Put in three disulfide
bonds and an octahedral calcium cage)},
you were right, but too late - nature
invented this peptide more than 500
million years ago, and has used it
repeatedly ever since )}

Brown et al, in Nature 1997, 388:629-630,about the
ligand-bindingrepeatoftheLDL receptor.
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Hypothèses et objectifs du travail

Objectifsdu travail 1

La maladie d'Alzheimer (MA) est un désordredémentiel neurodégénératifprogressifet

inexorable.Cettemaladietouchemajoritairementdespersonnesd'âgeavancéentre65 et 85

avecune incidencequi doubletousles5 ans.

Sur le plan anatomo-pathologique,la MA est caractériséepar une atrophie neuronaleau

niveau de l'hippocampeet du néocortex cérébral et inclut deux aspectsmajeurs : une

déposition extracellulaired'amyloïde J3 (AJ3) et une accumulation intracellulaire de la

protéinetau anormalementphosphorylée.

Au cours des deux dernièresdécennies,les aspectsgénétiquesde la MA ont beaucoup

progresséaprèsdes recherchesinitiales de type épidémiologiqueet une longue périodede

confusion.Les recherchesdes5 ou 6 dernièresannéesont apportédesdonnéesessentielleset

ont aboutià un relatif consensusconcernantl'importancedesfacteursgénétiques.

L'apoE est le facteurde risquegénétiquele plus importantde la MA. Le locus du gènede

l'apoEest localisésur le chromosome19 et codepour 3 allèles communs(82, E3 et 84) qui

diffèrent les uns desautrespar une substitutiond'un ou deux acide(s)aminées).La présence

d'un allèle 84 augmentele risqueet avancel'âgede développeruneMA. Le polymorphisme

de l'apoE est associéaux formes tardivesaussi bien familiales que sporadiquesde la MA

(Strittmatteret al, 1993;Saunderset al, 1993,Lucotteet al, 1993,Siestet al, 1995).

L'apoE est expriméedans de nombreuxorganeset tissus de l'organisme,le foie étant la

sourceprincipalede synthèseet de sécrétionde l'apoE(Alshourabyet al, 1985).Le système

nerveuxcentralest le secondsite de productionde l'apoEqui est synthétiséeprincipalement

par les astrocytes(pitas et al, 1987). Certainstravauxoriginaux ont montré l'importancede

l'apoE dans la croissance,la régénérationneuronaleet la synaptogénèse(Mahley, 1988,

Boyleset al, 1990;Poirieret al, 1994,Nathanet al, 1995). Cesdonnéessonten faveurd'une

implication de l'apoEdansle métabolismelipidique et l'homéostasiedu cholestéroldansle

cerveau.L'associationde l'allèle 84 à 64% descasde MA (Saunderset al, 1993),suggèreun

rôle essentielde l'apoE dans cette maladie (voir revue Roses et al, 1996). Mais les

mécanismesprécis d'implication de l'apoE dans la MA ne sont pas encoredéfinis. Tandis

que certainesétudespostulentun rôle de l'apoE dans la clairancedu peptide amyloïde J3

(Schmechelet al, 1993,Strittmatteret al, 1993),d'autressuggèrentun rôle dansla protection
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contre la phosphorylationexcessivede la protéinetau (Strittmatteret al, 1994), et dansla

plasticiténeuronale(Poirieret al, 1994).

Cependant,trèspeud'informationssontdisponiblesconcernantla régulationet la fonction de

l'apoEdansle cerveau.Les étudesde variationspathologiquesde l'apoE liées à la MA sont

incomplètesvoire contradictoires.Bien que l' allèle �~�A et l'âge soientbien établis comme

facteurde risquesmajeursde la MA, les mécanismesde l'implication potentielledesapoE

dansle processusphysiopathologiquerestentà établir.

Les propriétésphysico-chimiquesdes isofonnesde l'ApoE sont en faveur d'uneimplication

isoforme-spécifique de cette protéine dans la MA. La combinaison d'études

épidémiologiques,immunohistochimiquesdansle cerveauet d'étudesde la composition

du LCR, est notre stratégiepour approcherin vivo les modifications biochimiqueset

génétiquesqui provoquentou accompagnentl'apparition de la MA. L'élucidation des

basesmoléculaireset cellulairesde la maladied'Alzheimeret le choix de bonsmarqueurs

seront utiles non seulementau niveau thérapeutiquemais aussi pour comprendre le

fonctionnementnormal du systèmenerveux.Les interactionsentre les marqueurschoisis se

résumentà traversla figure 1 ainsi que les mécanismesd'actionqui fondentnos hypothèses

de travail.

1) Métabolismede l'APP
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TTR A13 ApoE
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ApoAI
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Fig. 1- Présentationdes marqueursétudiés, de leur implication potentielle et de leur possible
interacionauniveaude h"ois voiesphysiopathologiquesessentiellesdansla maladied'Alzheimer: la
régulationdu métabolismedu peptideamyloïdef3, la biochimie du cytosqueletteet le métabolisme
lipidique. Abbréviations: Af3 : peptide amyloïdef3 ; APP : précurseurde l'Af3 ; TIR : h"ansthyrétine;
p-tau-p: protéinetausousfOlme hyperphosphOlylée.
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Danscetesprit,et à partir deceshypothèses,les objectifsspécifiquesdemathèsesont

de:

- Mettre en évidenceles variations de la concentrationde l'apoE dans le LCR avec le

vieillissement, le facteur de risque majeur de la MA et étudier égalementles variations

qualitativesde l'apoEdansle LCR, évaluerleur spécificitéet leur intérêtdansle diagnostic

de laMA.

- Examinerd'autresprotéinescommel' apoD, la transthyrétine(TTR) et l' actineafin

mettre en évidencedes interactionspossiblespermettantde mieux comprendrele rôle de

l'apoE dansla physiopathologiede la MA et rechercherde plus de nouveauxmarqueurset

gènescandidatsdemétabolismelipidique dansla MA àtraversl'étudedesapoAI et AIV.

- Etudier l'état d'équilibre et/ou d'interactionde ces marqueursdans le LCR, en

parallèleavec la génétiquede l'apoE, les donnéescliniqueset d'histopathologieclinique du

cerveaupermettantd'estimerl'étenduede la maladieet optimiseren parallèlela technique

d'électrophorèsebidimensionnelle afin d'étudier simultanément plusieurs marqueurs

protéiquesdansle LCR.

- Etudier les propriétésd'interactionde l'apoE en fonction de son polymorphisme

génétiqueavecles récepteurs.

Cesobjectifsnécessitentun rappelpréalabled'uncertainnombrede données

bibliographiquesqui sontdétailléesà la suite.
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1- Le système nerveux central et ses cellules, le
cytosqueletteneuronal, le liquide céphalorachidien et
les barrières d'échange

1-1. Lescellulesdu tissu nerveux

Macroscopiquement,le systèmenerveuxcentralest constituéde la substanceblancheet de la

substancegrise.Dansle cerveauet le cervelet,la substanceblanchea unelocalisationcentrale,

entouréede la substancegrise tandis que dans la moelle et le tronc cérébral, la substance

blancheest périphériqueet la substancegrise est centrale.L'examenmicroscopiquemontre

une compositionplus complexeavec les cellules nerveuseset les cellules névrogliquesou la

glie.

Les neurones sont les cellules de transmissionde signaux à travers leurs arborisations,les

dendrites,et de leur prolongement,l'axone. On estimeà 14 milliards leur nombre, dont 10

milliards dansl'écorcecérébrale.La glie est le tissu de soutienet représentela charpentedu

système nerveux central mais également assure des fonctions essentielles au bon

fonctionnementdesréseauxneuronaux.Dansl'organismeadulte,les cellulesglialesassurentle

contrôledesdes échangesentrele sanget le tissu nerveux, la régulationde la concentration

desions potassiumdansle milieu extracellulaire,la recapturedesneurotransmetteursau niveau

des synapses,l'isolation de certainsaxonespar l'élaborationde manchonsde myéline. Ces

différentes fonctions, partagéesentre plusieurs types de cellules gliales, concourentà la

propagationefficacedes messagesnerveux.Le cellulesgliales sont dix fois plus nombreuses

que les neurones.Du point de vue morphologiqueet fonctionnel, on distingued'unepart, les

cellules gliales du système nerveux central qui comprennent les astrocytes et les

oligodendrocytes(parfois regoupéssousle termede macroglie), les cellules microgliales et

les cellulesépendymaireset d'autrespart les cellulesglialesdu systèmenerveuxpériphérique

qui comprennentplusieurstypesde cellules de Schwann: myélinisantes,non myélinisanteset

satellites(voir Aimé-Genty et al, 1997).

Les astrocytes,qui sont les principalescellulesinterstitiellesdu cerveau.Ce sont descellules

de forme étoiléeavecdescentainesde prolongementsirradiant à partir d'unerégionnucléaire

centrale.Dans le systèmenerveux central, les prolongementsastrocytairessont intimement

associésaux neurones,à leur corps cellulaire, aux dendriteset parfois à leurs terminaisons
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axonales.Le cytoplasmedes astrocytesest caractérisépar la présencede glycogène, qUI

constitue une importante réserve d'énergie et surtout de filaments intermédiaires ou

gliofilaments constituéspar une protéine filamenteusequi leur est spécifique,"la protéine

fibrillaire acide de la glie (GFAP). Cette dernièredevient surabondanteaprèsune lésion du

systèmenerveux central. Lesastrocytes,ainsi modifiés, dénomésastrocytesréactifs, sont à

l'origine du processuspathologique appelé gliose réactive, fortement inhibitrice d'une

réparationnerveusefonctionnelle.Les astrocytesvu leur organisationet leur localisationd'une

part entre l'endothéliumcapillaire et le neurone,et d'autre part entre la leptoméningeet les

neurones(Fig 2), interviennentdansle fonctionnementde la barrièrehémo-encéphaliqueet de

la barrièreméningo-cérébrale(voir détails§1.4 et 1.6).

Les oligodendrocytes sont des cellules arrondiesdont le noyau est petit et rond et dont le

cytoplasmeest peu abondant.Leurs prolongementssont fins, courts et peu nombreux. Il en

existe deux types différents: les oligodendrocytesmyélinisants et les oligodendrocytes

satellites. Les premierssont localisésdans la substanceblanchedu cerveauet de la moelle

épinière. Ils sont organisésen groupes le long des fibres où ils sont responsablesde la

formation desgainesde myélineautourd'unecinquantainede segmentsd'axones,en moyenne,

appartenantà des axonesdifférents. Cettesituationest par conséquenttrès différente de celle

des nerfs du systèmenerveux périphériqueoù une cellule de Schwannne myélinise qu'un

segmentd'axone.Les oligodendrocytessatellitessont localisésdansla substancegrise autour

desneurones.

pied aslrocytaire

aprllaire sanguin

j libreS
nerveuses
myelinisêes

ASTROCYTE FIBREUX

OLlGOOENOROCYTE
MYELINISANT
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Cellules gliales du système nerveux central.
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Fig. 2- Organisationdescellulesdu systèmenerveux(Aimé-Gentyet al, 1997)
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Les cellules microgliales sont les « satellites»descapillairessanguins.Elles proviennentde la

transformationde certainsglobulesblancsdu sang,les monocytes,qui entrentdansle système

nerveuxcentral pendantle développementembryonnairesous forme de microglie amiboïde,

avantquene soit constituéela barrièrehémo-encéphalique.Parvenuedansle SNC, la microglie

amiboïde se différencie en microglie ramifiée. Cette dernière représenteraitune forme

quiescentede la microglie, incapablede phagocytose.Cependant,à la faveur d'unelésion du

tissu nerveux, les microgliocytes pourraient de nouveau se multiplier, tout comme des

monocytessanguins, enmacrophages,c'estàdire encellulesdouéesde propriétésmigratoires

et phagocytaires.En cas de rupture de la barrière hémo-encéphalique,il devient cependant

difficile de faire la distinctionentremacrophagesd'originesanguineet macrophagesissusde la

microglie ramifiéepropreau tissunerveux.

Les cellules épendymaires constituentun épithélium ou couchede cellules unies par des

jonctions intercellulairesétanches.Cet épithélium revêt toutes les cavités du névraxe; les

cavités cérébrales(ventricules)et le canal central (épendymaire)de la moelle épinière.Leur

face apicale,au contactdu liquide céphalorachidien,comportesoit desmicrovillositéssoit, des

cils. On distingued'unepart, les cellulesépendymairesdesplexuschoroïdesqui constituentla

barrièreméningo-cérébraleet d'autrepart, les cellules épendymairesextrachoroïdiennesqui

comprennentles cellules épendymairesciliées et les tanycytes,qui assurentla circulation du

liquide céphalorachidien.

Les cellules de Schwann forment la gaine de myéline et assurentle soutien du système

nerveux,tout en participantà la conductionnerveuse.On en distinguetrois types: les cellules

myélinisantesqui assurentla myélinisationde certainsaxonesdesnerfs périphériques.Chaque

cellule engaineun seul segmentd'un seulaxonequ'elleentoured'un manchonde myéline, les

cellules non myélinisantesqui engainentplusieurs,voire plusieursdizainesde petits axones

sansles myéliniser, formant ainsi des fibres nerveusesdites amyéliniques,et finalement les

cellulessatellites(nonmyélinisantes)qui entourentles corpscellulairesdesneuronessensoriels

primairesdesganglionscrânienset rachidiens.
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/-2. Le cytosqueletteneuronal

Quelquesnotions de basessur certainesélémentsdu cytosquelettesont indispensablesà la

compréhensionde la recherchesurla maladied'Alzheimer(MA).

Les neuronessont des cellules très polariséesqui projettent de longs prolongements,les

axoneset les dendrites,pour entreren contactavec des cellules cibles. La formation et le

maintien de cette morphologiespécialiséenécessitentun assemblagecorrect du réseaudu

cytosquelletteneuronal. Le cytosqueletteest donc l'élément qui permet de soutenir la

structurecellulaireet de donnerleur forme aux neurones.Il est responsablede l'élaboration

des arborisationsaxonaleset dendritiquesau cours du développement,de leur maintienau

long de la vie et de leur altérationenréponseà deschangementsfonctionnels.Le cytoplasme

descellulesesttraversépartrois classesdeprotéinesfilamenteuses:les microtubules(25 nm

de diamètre),les neurofilamentsou les filaments intermédiaires(la nm de diamètre)et les

filaments d'actine (8 nm de diamètre). Les microtubules et les neurofilaments sont

concentrésdansles axoneset dansles dendritesoù ils sontorientéslongitudinalementet liés

les uns aux autres.Les filaments d'actinesontorganisésen un réseaulâchequi s'étendau­

dessousde l'ensemblede la membranecellulaire.

Ces trois composantsdu cytosquelettesont connectésles uns aux autrespour former un

réseau,lui mêmeen connexionavecle noyau,le cytosquelettemembranaireet la membrane

cytoplasmiqueau travers de sites d'ancrage.De plus, les microtubules et les filaments

intermédiairessont liés au cytosquelettedescellulesvoisineset à la matriceextracellulaire

afin de former lestissuscellulaires.

Mlcrotubules

Réseau
d'actine

Fig. 3- Organisationdu cytosqueletteneuronal(Vale et al, 1994)
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Le cytosqueletteestcaractériséparunetrèsgrandestabilitétout en ayantunegrandeplasticité.

Ces propriétésproviennentde l'organisationpolymériquenon covalente,particulièrementau

niveaude l'actineet desmicrotubules.

L'actine est une protéineglobulaire de 43 kD qui s'assembleen polymèreslinéairesformant

une double hélice. La sous-unité monomérique des microtubules est la tubuline un

hétérodimèrede deux protéinestrès voisinesd'environ50 kD chacune,les tubulinesa et p.

Les microtubulessontorganiséssousforme cylindriquecreuse.

Les neuronescontiennentà la fois des formes monomériqueset polymériquesd'actineet de

tubuline. L'équilibre entre ces deux formes est étroitementcontrôlé par la cellule qui gère

l'assemblageet le désassemblageenréponseà desstimuli physiologiqueset environnementaux.

Les neurofilamentssont eux, composésde trois sous-unitéspolypeptidiques: le NF-H (lourd

de 112 kD), le NF-M (moyen de 102 kD) et le NF-L (léger de 68 kD). La structuredes

neurofilamentsestdifférentedecellede l'actineet de la tubulineet est caractériséparun coeur

en hélice a formant des dimères «coiled coil». Les protéines des neurofilamentssont

spécifiquesdes neuroneset font partie d'unefamille de protéinesde filaments intermédiaires

qui comprennentles kératines(dans les cellules épithéliales), la vimentine (dans les tissus

lymphatiques),la desmine(dansles muscles),la protéineacidegliales (GFAP) et les laminines

nucléaires.Les filaments intermédiairesforment un réseaudensede fibres ancréesdu côté

cytoplasmiquede la membranenucléaire.

Il existed'autreprotéinesassociéesaux microtubuleset à l'actine qui sont co-purifiées avec

elleset quel'on appelleles protéinesassociéesaux microtubules(MAP). Ces protéinesjouent

desrôles importantsdansl'assemblageet la stabilité desmicrotubuleset dansles liaisonsdes

microtubulesavec les filaments intermédiaires(Capoteand Maccioni, 1994) et les filaments

d'actine(Crosset al, 1993).Dansles neurones,cesprotéinesincluentdesMAP de haut poids

moléculaire(270-350 kDa) commeles MAP1A, MAP1B, et MAP2 et des MAPs de faible

poids moléculaire(55-82 kDa) commeles protéinestau, Map 2c, 2d. La protéineMAP2 est

spécifiquedesdendrites,tau estlocaliséeexclusivementdansles axones.

D'autres protéines assurent la mobilité au rnveau cellulaire le long des polymères du

cytosqueletteet utilisent l'énergiede l'hydrolysede l'ATP. Parmi ces protéinesmotrices, se
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trouvent la myosine, la dynéine, la kinésine et la dynamine qui sont de véritablesmoteurs

biochimiquesqui provoquentle déplacementdesorganitesin vivo.

Le cytosqueletteestgouvernéparunedynamiqueextraordinairequi semanifeste,par exemple,

durant la mitose, la morphogenèse,la différenciationet la migration cellulaire et nécessiteun

assemblage,désassemblageet remodelagedescomposantsdu cytosquellete.Ce dynamismeest

régulé par des signaux intra- et extra-cellulaires impliquant les kinases à tyrosine et

sérine/thréonine,de petitesmoléculesrégulatricesà GTP et d'autresmoléculesde transduction

de signaux(SchallerandParsons,1993;Pfeifer, 1995;MacheskyandHall, 1996).

1-3. Le liquide céphalorachidien

1-3-1. Composition

Le liquide céphalorachidien(LCR) contient 99% d'eau contre 93% pour le plasmaet son

volume total est estimé de 100 à 160 ml chez l'adulte. Il représente6,3% du contenu du

compartimentintracranial. La concentrationen protéines du fluide lombaire est comprise

physiologiquemententre0,15 et 0,45 g/l. Alors queles protéinesprésentesdanslesventricules

latérauxsont sécrétéespar les plexuschoroïdes,les protéinesprésentesdansle LCR lombaire

proviennentd'unpassagepar les espacessous-arachnoïdiens,expliquantqueles concentrations

d'unemêmeprotéinesont 3 fois plus élevéesdansle LCR lombaire que dans les ventricules

latéraux(AppleyardandMc Donald, 1992).

On estime que environ 80% des protéinesdu LCR proviennentdu plasmapar diffusion à

traversla barrièrehémo-encéphalique.Le resteestsynthétisélocalement.

Les composantsprotéiques principaux du LCR sont l'albumine (la plus abondantedes

protéinesd'origine exclusivementplasmatique),la transthyrétine,la transferrine,la cystatine,

l'Œl-antitrypsine, l'Œl-macroglobuline, les immunoglobulines, les apolipoprotéines (apo)

principalement,l' apoE.

Le LCR contientdeslipoprotéinesquel'on peutséparerparultracentrifugation.Cesparticules

ressemblentaux HDL plasmatiqueset sont composéesde protéines(34%), phospholipides

(34%), cholestérollibre (13%), estersde cholestérol(17%) et triglycérides (2%) (Rebeck,

1997).Parmiles apolipoprotéines,on trouvemajoritairementles apoE,AI, D, AIV et 1.
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1-3-2. Circulation du LCR

Les plexuschoroïdesproduit plus de 70 % du volumetotal de LCR. Le resteestformé à partir

des activités métaboliquesdu cerveauet du parenchymede la moelle épinière. Le LCR est

sécrétédans les plexus choroïdeset dansles ventriculescérébrauxlatéraux. Il suit ensuiteun

courantcirculatoirevers les 3èmeet 4èmeventriculeset traversel'espacesous-arachnoïdien.

Dans cet espace,le LCR investit le parenchymecérébral,où il seraréabsorbéau niveau des

veinesà partir des structuresmembranairescommeles granulationsde Pacchioni.Une partie

du flux est descendanteà travers la moelle épinière pour retourner vers l'espacesous­

arachnoïdien.Les granulationsarachnoïdiennespermettentau LCR de quitter les espacessous­

arachnoïdiensvers le sang, à travers des valves à sensunique. Normalement,le transit des

biomoléculesde l'espacelombaire vers le l'espacecrânien nécessiteapproximativement1

heure,le flux inverseestplus rapide.Le LCR estentièrementrenouvelétoutesles 5 à 7 heures,

ou autrementdit, le taux de productionde LCR est de 0,35 ml/min. Le flux du LCR varie avec

l'âge de 0,4 ml/min chez le jeune à 0,19 ml/min chez le sujet âgé (Nfay et al, 1990;_Reiber,

1994) VENTRICULAR
SAMPLING ro VENOUS
(VIA SHUNT) /)- CIRCULATION

Arachnoid �-�-�-�;�;�;�>�-�d�<�;�:�:�:�:�:�:�~�~�'�:�"�'�~�o�.�.�.�I�. Chroid Plexus of:
Granulations Lateral Ventricle

Third VentricJe

LUMBAR PUNCTURE

Fig. 4- Flux du LeR dans le système nerveux. Les sites
d'obtentionlombaireset ventriculairessontmontrés0Natsonand
Scott, 1994)
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1-3-3. Biochimie et physiologiedu LCR

Le LCR assureles fonctionsphysiologiquessuivantes:

1- un rôle mécaniquecommesupportphysiologiquedu cerveau,considérécommeun

« lit d'eau». La pousséed'Archimèderéduit le poidsdu cerveaud'un facteur30 grâce

à laquelle le LCR constitueune protectioncontinueet souplecontre les chocset les

changementsde pressionau sein de la cavité cérébrale,au niveau de l'espacesous­

arachnoïdienet desventricules.

2- le transport intracérébraldes biomolécules, l'élimination des métaboliteset des

déchetsdu SNC (C02, choline) et le maintien de la stabilité de l'environnement

chimique du cerveau.Un exemplede ce rôle est l'élimination en quelquesjours des

cellulespathologiquesaprèsunehémorragieméningée.

3- une défensecontrel'invasionpathogène,ce qui expliquela raretéde l'infection du

cerveauau coursdesinfectionsgénéralisées.

1-3-4. Pathologie

Les changementsdansla compositionbiochimiquedu LCR sont souventle résultatd'activités

métaboliquesaltérées,de la mort cellulaire ou de réactionsinflammatoires.En raison de ses

liens étroits avecle cerveauet de sa facilité de recueil, le LCR est le liquide biologiquequi a

fait l'objet du plus grand nombre de travaux, partant du postulat que la mesure de la

concentrationdansle LCR dessubstancesqui ne traversentpasla barrièrehémo-encéphalique

permetd'estimerleur productiondansle systèmenerveuxcentral.Nous nous intéressonsaux

variations pathologiquesliées à la maladie d'Alzheimer, dont le relevé bibliographiqueest

exposédansle paragrapheV.

1-4. La barrière Itémo-encépltalique(blood-brain-barrier)

La barrière hémo-encéphalique(BHE) est constituéede cellules épithélialescapillaires qui,

contrairementaux cellules épithéliales capillaires d'origine systémique,sont liées par des

jonctions intercellulairesserréesétanches(<< tight junctions» selon la terminologie anglo-
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saxone).Cescellulesont des intéractionsanatomiqueset fonctionnellesavec d'autrescellules

telles que les astrocytes,les péricytes, les neuroneset la microglie (Davson et al, 1993;

Meresseet al, 1989). Le concept de la BI-Œ est basé sur le fait que cet ensembleglio­

vasculaire régule l'homéostasedu milieu neuronal plutôt que d'être un simple obstacle à

l'échangede solutés.On estimela surfacede l'endothéliumdescapillairescérébrauxà 100 cm2

par grammede tissu. Dansle cerveaude l'hommeadulte, la surfacetotale microvasculaireest

estiméeà 12 m2
, la longueurtotale des capillaires à 650 km, le diamètrede la lumière d'un

capillaireà 6 !lm et les capillairesdistantsde 40 !lm les uns desautres(Zlokovic, 1995).

n:Hrièrc:
hémJto·céréor:lle

�~�y�.
,\STROGLIE

�~�W�·

\ 1. C. R.

--. D:Hrièrc
�m�~�o�i�l�l�g�o�·�c�~�r�é�b�n�l�c

�~
.. : .

. :: -:" .

. '., :" 'F-!.,:;1.'l,.':....
.... �,�E�·�"�·�'�:�,�(�~�l�,�· .':.

�N�E�U�R�O�N�Y�~�f�J

.... . "J;:f:l'i'::?;)�~ �~ : .... ::. '''::::" Synapses

Fig. 5- Localisationdesbarrièressang-LCRet sang-eerveau(Lazorthes,1973)

La BHE est sélective:elle permetgénéralementle passagedes composésliposolublesde taille

inférieure à 600 kDa via un mécanismede diffusion ?- travers la membraneplasmatique

endothélialeet possèdedes systèmesde transport de plusieurs substancesque le cerveau

consommerapidementet en grandequantitécommele glucose,les acidesaminésneutres,le

lactate et les ribonucléosidesnécessairesau métabolismedu cerveau(Davson et al, 1993;

Meresseet al, 1989), Les mécanismesde transport à travers cette barrière sont de nature

différenteet incluent:
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1- La simple diffusion à travers la membrane lipidique des molécules lipophiles

(hormones)et desmétabolitesphysiologiques(H+, HC03·, ammonium).

2- Les transporteursspécifiquespour les petites moléculeshydrophiles'(vitamines et

autresnutriments).

3- Le transportpar l'intermédiairede protéinesplasmatiquesdans le cas du fer et de

certainsmédicamentsacides.

4- La transcytosepar l'intermédiairede récepteurs,utiliséepar les peptideset protéines

(vasopressine,encéphalines,glutathione,insuline, transferrine).

5- La pinocytose ou simple absorption par l'endothélium capillaire (albumine,

immunoglobulineG).

P:e-mère et
reseau cortical.

Artere.

. ,\. \".;.

• '\ 1-.. '
.. '.

: . \.. .\ ...
., .

Fig.7- Siègede la barrièrehémo-cérébraleau niveau de
l'espacepérivasculaire(Lazorthes,1973).

Il est importantde noterquela plupartdesnutrimentsde basenécessairesà la survieneuronale

et gliale sont d'origine systémiqueet doivent passerà travers la BHE. Bien que certains

nutrimentspuissentatteindrele cerveauvia le LCR, ce.type de transportest moins important

par rapportà la BHE dont la surfaceest5 000 fois supérieureà celle du LCR (pradrige,1984).

La BHE a égalementune dimensionbiochimiqueet physiologique.Sescellules endothéliales

contiennentune plus grandedensitéde mitochondriesque les cellulesdesautresendothéliums,

reflétantun niveauélevéde productionoxydatived'ATP (Beggley, 1996). De plus, elle est le

site d'une plus grandeactivité enzymatiquedestinéeà inactiver les toxines et les composés

actifs provenant de la circulation plasmatique (Audus et al, 1992). Parmi les enzymes
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présentes,on note la monoamineoxydase(MAO) de type A et B, l'amino-acidedécarboxylase

(AAD), la catéchol-O-méthyltransférase(COMT), la gamma-glutamyltranspeptidase(y-GT),

la NADPH cytochromeP450 réductaseet la glutathione-S-transférase(GST). Ces enzymes

jouentun rôle dansle métabolismedesmédicamentset desxénobiotiques.

1-5. La barrière Itémo-meningée

Cettebarrièrehémo-méningéeest situéeau niveau des plexus choroïdesqui sont considérés

commeune porte directe entre le sang et le LCR. Entre les cellules adjacentesdes plexus

choroïdes,desjonctionsserréesassurentune fonction similaire à celle desfonctions entre les

cellulesendothélialesdescapillairescérébraux.Les plexus choroïdescommandentactivement

et sélectivementles échangesde moléculesentrele LCR et le sang.Ils assurentgénéralementle

transportdesmicro-nutrimentscommela vitamineC, les folates, les désoxyribonucléosideset

la vitamine B6. Une substanceinjectée dans les espacessous-arachnoïdienspassedans la

circulation sanguinemais l'inverse n'est pas vrai. La concentrationd'une protéine d'origine

plasmatiquedansle LCR estinfluencéeparplusieursfacteurs:

1- La taille de la protéinequi est inversementliée à sa concentrationdansle LCR en

raisonde l'effet de filtration de la barrièresang-LCR(FelgenhauerandRenner,1977)

2- La chargeglobalede la protéine(Griffin andGiffels, 1982).

3- La concentrationplasmatiquede la protéine(Felgenhauer,1974).

4- L'état fonctionnelde la barrièresang-LCR.

Il existe, pour les membranesméningéescommepour les glomérulesrénaux,des substances

sans seuil et des substancesà seuil. L'urée est une substancesans seuil. Ainsi chez les

insuffisantsrénaux,son taux est identiquedansle LCR et dansle sang.Parcontre, le glucose

est une substanceà seuil: son taux dans le LCR du sujet sain comme chez les sujets

diabétiques,esttoujoursinférieurà celui du sang.

Grâceà la barrièrehémo-méningée,le LCR assureau cerveaula stabilitéde sonmilieu en dépit

de la plupartdesvariationssanguines.
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Fig. 8- Mécanismesd'échangesau niveau de la
bani.èrehémo-méningé(WatsonandScott, 1994)

Etatdu sujet 16

/-6. La barrière méningo-cérébrale

Le LCR pénètredansla substancecérébraleà traversles fentesde l'épendyme,circule dans

l'espaceextracellulaireau contact des cellules nerveuseset aboutit dans l'espacesous­

arachnoïdien.Cette barrièreest constituéeessentiellementpar les membranesbasalesqui

séparentle tissunerveuxdu LCR. Contrairementaux cellulesépithélialesdeschoroïdes,les

cellulesépendymairesne sontréuniesquepardesjonctionscommunicantes,qui limitent peu

la diffusion desmolécules.Ellespennettentdoncun contactintime entrele liquide interstitiel

destissuscérébrauxet le LCR desventricules,cesdeux liquidesont par conséquence,une

compositionanalogue.
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11- La maladie d'Alzheimer, ses facteurs de risque, son
diagnostic

//-1. Donnéescliniques- prévalence

La maladie d'Alzheimer (MA) est un désordre neurodégénératifd'étiologie inconnue,

caractérisépar un déclin progressifdesfonctions intellectuelles,de la mémoire,du jugement,

de la capacitéà raisonner.Les symptômesprécocespeuventincluredespertesde mémoire,des

difficultés à appréhenderles idéesabstraiteset des désorientationsdansle tempset l'espace.

Les complicationsassociéesà la MA aboutissentgénéralementà la mort de l'individu dansles

2 à 10 ans,suivantl'évolution de la maladie.La MA a étédécritepour la 1ère fois en 1907par

un clinicien chercheurallemandAlois Alzheimer, qui a procédéà l'autopsied'unefemmeâgée

de 51 ans traitée pour démence.Les anormalitésobservéessont maintenantconnuessousle

nomdeplaqueset de lésionset sontlescaractéristiqueshistopathologiquesde la MA.

Le diagnosticd'uneMA probableestétabli aprèsexclusionde plusieursautrescausesconnues

comparablesà cette maladie. Le diagnosticdéfinitif est posé à la mort des patientspar la

présencedansleur cerveau:

1- de lésionsneurofibrillaires intraneuronalesqui sont des enchevêtrementsconstituésde

filamentsen doublehélice ("paired helical filaments" ou PHF), dont le principal constituant

est la protéinetau sousforme hyperphosphorylée.

2- de plaquessénilesextracellulairesabondantesconstituéesmajoritairementd'un peptide

appeléamyloïde�~ �(�A�~�) défini parsaconformationrepliéeenfeuillets �~�, et constituéde 39 à

43 acidesaminés,produit du catabolismed'un précurseurprotéiquenomméAFP (Amyloïd

ProteinPrecursor).

3- une angiopathieamyloïde, constituéde dépôtsvasculairesformés majoritairementdu

peptideAB.

On estime,en Francemétropolitaine,à environ 360000le nombrede patientsdémentsdont

270 000 atteints de MA, 40 000 atteints de démencede type vasculaireet 50 000 atteints

d'autrestypesde démence.La prévalencede la MA dépendde l'âge et, selonles estimations,
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elle double tous les 5 ans à partir de l'âge de 65 ans allant de 1 à 4% entre 65 et 70 ans et

jusqu'à22% ou plus entre 85 et 90 ans. Environ 150000 nouveauxcas de démencesont

dénombréspar an danscettetranched'âge.

11-2. Facteursde risquegénétiques

Sur la base des liens génétiques,la NiA peut être classéeen deux formes: familiale et

sporadiquequi représententrespectivement10,et90 % descas.

Les formesfamiliales sontassociéesà desmutationsrareslocaliséessur les chromosomesl, 14

et 21 et affectantrespectivementlesgènesde l' APP (précurseurde la protéineamyloïde),de la

préséniline1 (PS-1 ou S182) et de la préséniline2 (PS-2 ou SMT-2). Les mutationssur le

chromosome21 comptentseulementpour2 à 3 % descasde la NIA familiale à débutprécoce

(Schellenberg et al, 1992). L'étude de mutations, en parallèle avec d'autres travaux

expérimentauxont renforcél'hypothèsede la cascadede l' amyloïde,caractériséepar une série

d'événementsaboutissantà la démencede type Alzheimer. Les gènesdes présénilinescodent

pour des protéinestransmembranaireshomologues.Leurs fonctions, commecelles de l'APP,

ne sont pasconnues.Les mutationsdansle gènePS-1 seraientresponsablesde 70 à 80 % des

casfamiliaux précoces,cellesdu gènePS-2de 20%.

La forme sporadique(à début tardive sansassociationfamiliale) est liée majoritairementau

locus de l'apoEsur le chromosome19, qui estassociéà 64% descasdeNIA sporadique.

Chromosome 14 Chromosome 19 Chromosome 21
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La présenced'autresfacteursgénétiquesest suspectée,notammentau niveau des gènesdes

récepteursde l' apoE.Les résultatsmontrentdesdivergencesentreles différentstravaux,dues

probablementà la complexitéet à l'hétérogénéitéde la MA. Certainesétudesrapportentune

associationentrela régionnon codantedu gènedu récepteuraux VLDL et la MA (Ok:uizumi

et al, 1995). Cesrésultatsn'ont pasétéconfirméspar la suite (Ok:uizumi et al, 1996;Arinami

et al, 1996;Chunget al, 1996;Pritchardet al, 1996;Lendonet al, 1997; Fallin et al, 1997a).

D'autresétudesont montréque le polymorphismedu gènedu récepteurLRP est lié à la MA

(Wavrant-DeVriezeet al, 1997;Kang et al, 1997). Cette liaison semblantêtre associéeà un

faible risque (Lendon et al, 1997). D'autres études n'ont pas confirmé ces associations

(Clatworthy et al, 1997; Fallin et al, 1997b). Quant au gènedu récepteuraux LDL, aucune

associationn'aétédétectéeentresonpolymorphismeet la MA (Lendonet al, 1997).

Les étudesdu gènede l'a-antichymotrypsineavecla MA ont connu les mêmesdivergences,

concernantl'étudede l'associationde son polymorphismeà un risqueaccrude développerla

MA. Certainesétudesont concluàuneassociationpositive(DeKoskyet al, 1996; Yoshiiwaet

al 1997;Morganet al, 1997), d'autresà une associationde naturesexe-dépendante(Kamboh

et al, 1997) et la plupartà une absenced'association(Muller et al, 1996;Haineset al, 1996;

Murphy et al, 1997; Helisalmi et al, 1997; Didierjeanet al, 1997; Fallin et al, 1997c).

Certainstravauxmettentencausele systèmeHLA et mettentenévidenceuneassociationentre

la présenced'uneforme allélique(A2) et la susceptibiltéd'avoir la MA (Small andMatsuyama,

1986;Small et al, 1991;Payamiet al, 1991;Payamiet al, 1997)

Récemment, Lehman et al, (1997) ont découvert qu'un variant génétique de la

butyrylcholinestérase(BCHE-K) est associéavec l'allèle 84 de l'apoE dans la MA. Leurs

résultatsmontrentque les sujetsporteursdesdeux allèlesBCHE-K et 84 ont 30 fois plus de

risqued'avoir la MA, tandisquele variantBCHE-Kà lui seulaugmentede 7,5 fois ce risque.

Enfin certainstravaux ont recherchéune associationentre des nouveauxpolymorphismesau

niveaude la régionnoncodantede l'apoEet la MA. Un polymorphismeau niveaude l'intron 1

(IE1G/C) sembleêtre en liaison avecla MA avecun plus grandrisqueen présencede l'allèle

IE1G (Mui et al,1996) . Toutefois, cette liaison apparentesembleêtre la conséquenced'une

forte associationentrecet allèle et 84. D'autresrésultatstrès récentsdécriventuneassociation
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entrel'allèle A du locuspolymorphique(-491A1T) localiséau niveaude la régionde régulation

du gènede l' apoEet un risqueélevépour la MA, et ce indépendammentde l'allèle 84 (Bullido

et al, 1998). Les auteursont montrédesactivitésde transcriptionplus élevéesde cet allèle et

ont suggéréque l'associationde l'apoE avecMA peut être la conséquenced'une expression

localeplus importantede cetteprotéine.Dansla mêmeoptique,Lambertet sescollaborateurs

(1997) ont montréune expressionplus importantede l'allèle 84 dansla MA. Ce qui pourrait

suggérerque les fonctions de l' apoE pourrait être moduléesaussi bien par ses variations

quantitativesquequalitatives.

11-3. Facteursderisqueenvironnementaux

Mis à part les facteursde risquegénétiques,desfacteursde risqueexogènespour la MA sont

proposéstels que : le niveau d'éducation,les antécédentsmédicauxpersonnels,la nutrition,

l'expositionauxmétauxlourdset auxtoxines.

Les hypothèsesd'implicationdesfacteursenvironnementauxcommeagentsprovoquantla MA

ont été suggéréespar des étudesrécentesde prévalencechez des groupesethniquesvivant

dans plusieurs endroits géographiques.Notamment, les Japonaisrésidant dans l'état de

Washington (Graves et al, 1996) et à Honolulu (White, 1996) avaient une plus grande

prévalencepar rapportà l'ethnierestantdansle paysd'origine (Fukunishiet al, 1991;Uedaet

al, 1992).Les prévalencesétaient3,5%,4,7%et 1,88% respectivement.

II-3-1. La nutrition

Mêmeensebasantsur les rapportsnutritionnelsdu FAD (FoodandAgriculture Drganization),

l'étudeà l'échellemondialedes facteursnutritionnelsse heurteà des problèmesmajeursqui

sont les différencesentre les populations,notammentdes pays européenset nord-américains

d'unepart, et despaysasiatiqueset africainsd'autrepart. Cesdifférencesconcernentsurtoutla

distribution d'âge,l'espérancede vie desmaladesd'Alzheimer, les différencesgénétiques,les

habitudesalimentaires,les normesdesefforts physiques,etc... Une méta-analyse(Grant, 1997)

révèle que les étudeslimitées aux pays européenset nord américains(Angleterre, Canada,

Espagne,Etats Unis, Finlande, Italie, Suède)montrent que la consommationde lipides est

fortement associéeau risque d'avoir la MA tandis que le poissonsembley être inversement
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associé.D'aprèscetteétude1 caloriede poissonsemblecontrerles effets de 0,48 g de lipide

(ou approximativement4,3 caloriesde lipides).

D'autre études ont montré également la forte association des lipides avec la maladie

d'Alzheimer (Barman, 1995; Kalmijn et al, 1997, Sano et al, 1997) et l'effet protecteurdu

poissondont l'apportalimentairesembleréduirele risquede développerunedémence(Kalmijn

et al, 1997),tandisquel'acidelinoléiqueaugmentece risque.

ll-3-2. Le tabac et l'alcool

Plusieursétudescas-témoinsayant étudié le rôle du tabac dans la MA, ont observéque le

risque de maladie était inférieur chez les fumeurs, mais cette association n'était pas

significative.Les méta-analyses(Graveset al., 1991;van Dujin andBofman, 1992;Lee, 1994)

menéessur ce sujet ont trouvé un effet statistiquementprotecteurdu tabac.D'autresétudes

ont montré que la nicotine a un effet neuroprotecteuret est inhibiteur de la cytotoxicité du

peptide�A�~ (Shimohama,1996;Kihara et al, 1996). La nicotine sembleinhiber la précipitation

in vitro du peptide �A�~ en prévenantla transformationconformationnelleamyloïdogénique

hélice �a�~�f�e�u�i�l�l�e�t �~ de ce peptide (Salomonet al, 1996). Les étudesépidémiologiquesde

l'effet de l'alcool sont moins claires.Les travauxreportentdeseffets non significatifs (Graves

et al., 1991; van Dujin and Bofman, 1992), positifs (Ferini-Strambiet al., 1990) et négatifs

(Fratiglioni et al., 1993). Une étude récentefrançaisea montré un effet protecteurd'une

consommation« modéré»devin (3 à 4 verresparjours) contrela MA (Orgogozoet al, 1997).

Il s'agissaitd'uneétudeprospectiveavecun suivi de 3 ansd'unecohortede sujetsâgésde la

régionbordolaiseet un receuildescasincidentsde démence.Toutefois,les limitations de cette

étudene sont pasnégligeables,notammenten l'absencede donnéesconcernantles habitudes

devie et de consommationdurantlesnombreuxannéesayantprocédél'étude.

II-3-3. Les métaux

Plusieurstravaux ont rapportédes taux élevésd'aluminium, de métauxde transition (argent,

cobalt, fer, mercure,..), de sodium et de chlorure dansle cerveaudes patientsdécédésde la

MA (Ehmann et al, 1986; Thompsonet al, 1988; Wenstrup et al, 1990). Les fonctions
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physiologiquesde ces métaux dans le cerveaune sont pas claires. La questiondu rôle de

l'aluminium dansla MA est controverséemalgréles associationsnotéesentredesexpositions

élevéesà l'aluminium et la prévalencede la MA (Doll, 1993; Forbesand McLacWan, 1996).

En dépit decespropriétésneurotoxiques,l'aluminiumne causepasla MA. Toutefois,il semble

qu'il soit suffisammentassociéà cette maladie pour qu'il puisse être impliqué dans son

développement(Savoryet al, 1996).

11-4. Diagnosticet traitementsde la Maladie d'Alzheimer

Le diagnosticde la MA n'est pas une procéduresimple et il est plutôt basésur l'exclusion

d'autrescausesprobablesde démence(maladiesde Parkinson,de Huntington,de Creutzfe1d­

Jacob,dePick,..). A l'apparitiondessymptômes,desévaluationsneurologiquespsychiatriques

et physiquescomplètesdevraientêtremenéesparun clinicien spécialiste.Cesexamensdoivent

inclure une histoire médicale détaillée, des examens de laboratoire et des tests

neuropsychologiques(le plus répanduestle Mini Mental StateExaminationou MMS, Folstein

et al, 1975). L'utilisation du CT scannercérébral,de l'imagerie par résonancemagnétique

(IRM), de l' électroencéphalographie,de la spectroscopieRMN et plus récemment de

l'imageriefonctionnelle- tomographied'émissionmonophotonique(SPECT)et tomographie

d'émission à positons (PET) peuvent être utile. Ces techniquespermettentdes mesures

directesde l'atrophie cérébralecorticale, des modificationsmorphologiquesde la substance

blancheet des mesuresdu métabolismecérébral. Parmi les critères de diagnostic les plus

répandussontceuxétablispar le NINCDS/ADRDA ou National fnstituteofNeurologicaland

CommunicativeDisordersandStroke/Alzheimer'sDiseaseandRelatedDisordersAssociation

(Mc Kaknn, 1984)qui incluent,pourun diagnosticdeMA probable,uneévaluationMMS, des

examenscérébralesau scanneret desexamensde la compositionde LCR. Après desexamens

complets,le diagnosticd'unemaladieAlzheimerprobableest certaindans80 à 90 % descas.

Seule l'autopsie et l'examen histopathologiquedu tissu cérébral peuvent confirmer le

diagnosticpar la présencede nombreusesplaquessénileset de lésionsneurofibrillaires.

Concernantle traitementde la MA, le premiermédicamentmis au marché(depuis1993 aux

USA) estla tacrineou Cognex®(Parke-Davis)qui un inhibiteurde l'acétylcholinestérase,utilisé
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dansle but d'augmenterles niveauxendogènesd'acétylcholinedansle cerveauet d'augmenter,

en conséquent,la neurotransmissioncholinergique.L'efficacité de la tacrineest limitée au cas

modérésdeMA et certainspatientsont approuvéuneaméliorationau niveaudesperformances

cognitiveset descapacitéà excercerplusieursactivitésde la vie courantes.Toutefoisles effets

secondaires,parfois importantset graves,ont entraînédes limitations à son utilisation. Plus

récemment,un deuxième médicamentest mis sur le marché, l'Aricept®(Pfiser), un autre

inhibiteur de l'acéty1cholinestérase.L'Aricept semble être caratérisé par des meilleures

efficacité et totérabilité.Beaucoupd'autresmédicamentssont au staded'essai(phaseII et II)

ou encore au stade de recherchede base. De multiples approchesde traitement ontété

proposéespar la recherchesansaboutir à une améliorationsignificative chez la majorité des

patientssouffrantde la MA. Deuxprincipalesstratégiesthérapeutiquessontretenues:

- La stratégieétiologiquedont les objectifs sont d'éliminer les éventuellescausespathogènes,

toxiques, auto-immunes...par l'utilisation d'inhibiteurs de l'agrégation du peptide Ap,

d'inhibiteurs de l'oxydation, d'agentschélateursde métaux et des immunotrophes.La

plupartde cesstratégiessontau stadeexpérimental.

- La stratégiesymptomatiquepar l'utilisation desfacteursneurotrophes(exemple: le Facteur

de Croissance Neuronale, NGF), et l'utilisation au niveau du système de la

neurotransmissioncholinergique, de précurseursde l'acétylcholine, d'agonistes post­

synaptiqueset d'inhibiteursde la cholinestérase(commela tacrine et l'Aricept). D'autres

produits sont utilisés dans une stratégie symptomatique plus générale comme les

médicamentspsychotropesqui luttent contreles troublesdu comportementet les réactions

émotionnelles(les antidépresseurs,les neuroleptiques).



A. lvfERCHED Doctorat UHP Phamlacie-Nancv1994-1997 Etatdu sulet 24

111- L'apolipoprotéine E, son rôle dans le métabolisme
lipidique, ses récepteurs et sa place dans la maladie
d'Alzheimer

Les apolipoprotéines(apo) ont despropriétésphysico-chimiquesqui assurentle maintiendes

lipoprotéines,particulescirculantesforméesde lipides et de protéineset contenantla totalité

des lipides sanguins,à l'exceptiondes acidesgrasnon estérifiés.Cesapolipoprotéinesjouent

égalementun rôle dansla sécrétion,le transportet le métabolismede ces particulesvia des

récepteurscellulaires. Elles ont également des propriétés d'inhibiteurs ou d'activateurs

enzymatiques.La liste desapolipoprotéines,leurs répartitionset leurs fonctionssont résumées

dansle tableau1.

L'apolipoprotéine(apo) E est une protéinede 299 acidesaminés,d'un poids moléculairede

34200Da (RaIl et al, 1992).Elle estpolymorphe,sonlocus localisésur le chromosome19 (en

position19q12)possèdetrois allèlesmajeurs02,83,84.

L'isoforme E3, la plus fréquente,présenteune cystéineen position 112 et une arginine en

position 158 ; l'isoformeE4 se différenciede E3 par la substitutionde la cystéineen position

112 par une arginine; l'isoforme E2 se distingue de E3 par la substitutionde l'arginine en

position 158 par une cystéine.Les trois isoformesdiffèrent par leurs points isoélectriques(PI)

en isoélectrofocalisation: apoE2(PI=5,3), apoE3(pI=5,4) et apoE4(pI=5,55). Les isoformes

humainesintracellulaireshépatiqueset du LCR diffèrent des isoformes sériquespar leur

sialylation,ajoutantunecomplexitésupplémentaireau polymorphismedel'apoE.

Dans de nombreusesespèces,dont l'homme, le cerveauest le secondsite de synthèsede

l'apoE aprèsle foie (Elshourbagyet al, 1985). Les astrocyteset les oligodendrocytessont les

principalescellules de productionde l'apoE dans le cerveau(Boyles et al, 1985; Pitas et al,

1987). L'apoE est synthétiséeau niveau du systèmenerveuxpériphériquepar les cellules de

Schwann.
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Tableau 1- Principalesapolipoprotéineset leurscaractéristiques(Mahleyetal, 1984;Doréet al, 1994)

Masse Concentration Présence Fonctionprincipale
moléculaire sérique(mg/l)

Apo(a) 500000 0,01-1 Lp(a) inhibiteurde la fibrinolyse

ApoAI 28016 0,8-1,6 HDL Activateurde la LCAT

ApoAII 17414 0,20-0,55 HDL Activateurde la lipasehépatique

ApoAN 46000 <0,05 chy1omicrons métabolismedesTG, cofacteurde
la LCAT

ApoBlOO 550000 0,60-1,6 VLDL, illL, LDL, sécrétiondesVLDL, protéinede
Lp(a) structuredesLDL

ApoB48 264000 0-0,02 chy1omicrons,VLDL, synthèseet sécrétiondes
illL chy1omicrons

ApoCI 6600 0,03-0,11 chy1omicrons,HDL activateurde la LCAT

ApoCrr 885O 0,01-0,07 chy1omicrons,VLDL, activateurde la LPL
HDL

ApoCm 8800 0,03-0,23 chylomicrons,VLDL, inhibiteurde la LPL
HDL

ApoD 22000 0,08-0,10 HDL activateurde la LCAT

ApoE 34 100 0,02-0,60 chylomicrons,VLDL, métabolismedeschylomicronset
HDL desillL

ApoF 30000 0,02 HDL

ApoG 72 000 <0,05 VLDL

ApoH 45000 0,2 chy1omicrons activateurde la LPL

ApoJ 70000 0,1 HDL inhibiteurdu complexedu
complément

ApoK 34500 0,05-0,3 HDL paroxonase

ApoL* 41041 0,005-0,007 HDL, VLDL spécifiquedu pancréas

*Duchateauetal, 1997
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111-1.APOEET METABOLISME LIPIDIQUE

L'apoE est l'un des composantsdes lipoprotéinesriches en triglycérides dans la circulation

sanguine(chylomicrons,lipoprotéinesde très faible densité(VLDL)) et des lipoprotéinesde

hautedensité(OOL). L'apoE est le ligand de ceslipoprotéinesaux récepteurscellulairesdont

le récepteurdeslipoprotéinesde faible densité(LDL) setrouve dansle foie, le neuropileet les

astrocytes; le récepteurapoBIEou LDLR et le récepteurLRP (protéineprochedesrécepteurs

LDL) dansles neuroneset en petite quantitésur les astrocytes,et le récepteurdes VLDL et

deschylomicrons(VLDLR).

La forme E2 qui estprincipalementassociéeà la fraction OOL deslipoprotéinesplasmatiques,

et dont l'affinité estréduitepour les récepteursapoBIEentraîneunecholestérolémieplus basse

que la forme E3. La forme E4, quantà elle, a une plus grandeaffinité pour les VLDL et pour

les récepteursapoBlE provoquantunecholestérolémieplus élevéepar rapportà E3.

Nous avons montré que, dans la population lorraine, 17% de la variabilité génétiquedu

cholestérolest imputableaux variationsalléliquesde l'apoE (Boerwinckleet al, 1987) et que

les sujetsporteursde l'allèle E4 présententdestaux de triglycéridesplus élevésque les sujets

porteursde l'allèle E2 lorsqueleur poidsaugmente(Gueguenet al, 1989).

111-2. APOE ET RECEPTEURSDES LIPOPROTEINES DANS LE
SYSTEMENERVEUX CENTRAL

Les récepteursdesLDL (LDLR) appartiennentà unefamille multifonctionnellequi acceptedes

ligandsautresque les lipoprotéines,tels que les complexesprotéases-inhibiteursde protéases.

Les membresde cette famille diffèrent aussi dans leur distribution tissulaire (Tableau 2).

Néanmoins,ils ont tousunepropriétécommune,cellede lier l'apoE.

Le nombrede membresde cettefamille s'enrichit régulièrementen parallèleavec les progrès

de la biologie moléculaire,et la découvertede nouveauxrécepteursde l'apoE tels que le

LR7/8B (Kim et al, 1996) et le LRll (Yamazaki et al, 1996). Ces deux récepteurssont

exprimésde façon abondantedans les neuroneset au cours du développementdu SNe. Ils

sont donc candidatsà des fonctions spécifiquesimportantesdans la physiopathologiedu

cerveau.
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Tableau 2- Principauxrécepteursde l'apoEet localisationdansle cerveauchezl'homme

Récepteurs

RécepteurdesLDL (LDLR)

RécepteurdesVLDL (VLDLR)

Mégaline/ GP330/ LRP-2

LRP (LDLR relatedprotein)

Récepteur2 d'ApoE (LR7/8B)

LRII ou sorLA-l (sorting
protein-relatedreceptor
containingLA repeats)

Ligands (lipoprotéines)

ApoE, ApoB (LDL, �~�V�L�D�L�,

remuants)

ApoE, LPL (VLDL, �~�V�L�D�L�, IDL)

ApoE, LPL, ApoJ (remuants)

u2M, ApoE, APP, HL, LPL, RAP,
LF, TSP,t-PA, t-PA-IC, Nexine,

l'exotoxinepseudomonasA
(protéoliposomes,chylomocions,

�~�V�L�D�L�)

ApoE, RAP �(�~�V�L�D�L�)

ApoE, RAP �(�~�V�L�D�L�)

Localisation dans le cerveau

neurones,glie

microglie, couchescorticales

cellulesde l'épendymes

plexuschoroïde,neurones
pyramidau,'X,cellulesgranulaires,

astrocytesactifs

cortexcérébral,ple:\.lls choroïde,
hippocampe,épendyme,bulbe

olfactif

régionsCA de l'hippocampe,gyms
dentate,cortexcérébral,

u2M: a.-2-macroglobuline,HL: lipase hépatique,LF: lactoferrine, RAP: Receptor-associatedprotein,
TSP: thrombospondine,t-PA: activateur tissulaire du plasminogène,t-PA-IC: activateur tissulaire du
plasminogène- complexeinhibiteur,

ID-2-1. Organisation structurale desrécepteursd'apoE

La superfamille des LDLR est définie par la présencede cmq domaines structuraux et

fonctionnels communstrès conservésà travers les espèceset caractériséspar une grande

identitéde séquence(70 à 100%) :

1- un domaineN-terrninalextracellulairede liaison au ligand composéde répétitionsd'environ

40 a.a.et riche en cystéine(six résidus).

2- un domaine de répétitions homologuesau facteur de croissanceépidermique (EGF)

contenantégalementsix cystéines.

3- un domainede liaisondechaîneglucidique(detype O-liaison)

4- un domainetransmembranaire.

5- un domainecytoplasmiqueavecuneséquencesignaleFDNPVY (hexapeptidecontenantune

tyrosine).
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La différencestructuraleentre les membresde la famille desrécepteursLDL résideau niveau

desrépétitionsdansle domainede liaison au ligand, ce qui expliquela spécificitéde liaison à

des ligands différents. Par exemple,le récepteurLDLR contient 7 répétitions,le VLDLR en

contient8 (voir Fig 10).
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Fig 10- Membresde la famille du récepteursdes LDL et leurs
domainesstructuraux.

Le récepteurLR7/8B d'aborda été identifié commeétantle récepteur-2de l'apoE (ApoER2)

(Kim et al, 1996) et a été appeléLR7 en raisonde sa compositiondansle domainedu ligand

avec7 répétitionsorganiséesde façon différentede cellesdu LDLR et il possèdeen plus de ce

dernier,uneinsertionde 59 a.a.dansle domainecytoplasmique.Parla suite,un autrerécepteur

avec 8 répétitions (dans le domaine du ligand) a été découvert (Novak et al, 1996) et

caractériséparuneexpressionabondantedansle cerveauet a étébaptiséLR8B (B= brain). Le

LR8B a une structurequi ressembleplus au VLDLR qu'au LDLR. Récemment,l'ApoER2

(LR7) et le LR8B ont été identifiés commeétant deux variantsd'un mêmegèneproduitspar

épissagealternatif(Kim et al, 1997). Celaconstitueunepremièredansla famille de récepteurs

LDLR.



A.lvŒRCHED DoctoratUHP Phamwcie-Nancv1994-1997 Etat du su/et 29

1II-2-2. Fonctions des récepteursde l'apoE dans le cerveau

Les lipoprotéines contenantde l'apoE interagissentavec des récepteurstels que LDLR,

VLDLR et LRP, afin de moduler le catabolismedes lipoparticules riches en triglycérides

(Goldstein et al, 1985; Takahashi et al, 1992; Beisiege1 et al, 1989). Les complexes

lipoprotéines-récepteurssont dirigés vers la voie de dégradationendosomale/lysosomaleoù

l'apoE se dissociedu récepteurqui sera recxclé vers la membraneplasmatique(Brown and

Goldstein,1986).Les autrescomposantsprotéiquesdeslipoprotéinespeuventêtredégradéset

les lipides utiliséspar les compartimentscellulaires.

Dans le LCR, les lipoprotéinescontenantl'apoE sont des particulesde type I-IDL contenant

d'autresapolipoprotéines(AI, AIV, D, J) (Pitas et al, 1987; Borghini et al, 1994). Dans le

cerveau,le cholestérolsembleêtre synthétisélocalement(Edmondet al, 1991; Juvernicsand

MoreIl, 1995), ce qui suggèreune implication importantede l'apoE dans l'homéostasiedu

cholestérolau niveau du SNC (pitas et al, 1987, Borghini et al, 1994). Contrairementau

compartimentplasmatiqueoù les lipoprotéinescontenantde l'apoB (VLDL and LDL) sont

égalementimpliquéesdans le transportdu cholestérol,dans le LCR seulesles lipoprotéines

contenantl'apoEpossèdentles propriétésde se lier aux récepteursdesLDL et de participerau

transportdu cholestérolpar la voie desrécepteurs.
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Fig. 11- Récepteursdes lipoprotéinesrichesen apoEet/ou LPL dansles cellules
(St Clair andBeisiegel,1997).
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Boyles et ses collaborateurs(1989) ont développéun modèle de régénérationdes nerfs

périphériquesimpliquantles lipoprotéinescontenantl' apoEet les récepteursdesLDL. Dansce

modèle, les lipides provenant des neurones en dégénérescencesont capturés, stockés

localementet réutilisésau coursdu processusde régénérationet de remyélinisationdesaxones

où lesLDLR sontprésentsà forte concentration.Celasuggèrequel'apoEestun intermédiaire

dansla livraisondeslipides auxaxonesenrégénération(Handelmann,et al, 1992).

La synthèsede l' apoE augmenteaprèsdes lésionset des dommagescellulairesdes neurones

périphériques(Snipeset al, 1986)et centraux(Poirier et al, 1991). Le cholestérolnonestérifié

libéré aprèsles lésions est estérifié et transportépar l'apoE vers les neuronesen cours de

réinnervationet seracaptépar la voie des LDLR afin de servir commeprécurseurpour les

nouvellesterminaisonssynaptiques(Poirieret al, 1993).

ill-2-3. Domainesstructuraux de l'apoE

Une digestionprotéolytiquelimitée de l'apoE a montréque la protéineest composéede deux

domainesstructuraux(Wetterauet al, 1988; Aggerbecket al, 1988). Le domaineN-terrninal

de 22-kDa s'étendde l'acide aminé 1 à 191 et présenteune structureglobulairehydrosoluble.

Plusieursévidencesmontrentque la région 136-150 participe directementà l'interaction de

l'apoE avec le LDLR (Mahley, 1988; Mahley et al, 1977; Weisgraberand Mahley, 1978;

Innerarity et al, 1983; Dyer and Curtiss, 1991). Ce site de liaison est caractérisépar un

enchaînementd'acidesaminésbasiques(lysine, arginine)qui réagissentavecles acidesaminés

du récepteurapoBIE. Le domaineC-terrninalde 10 kDa qui s'étenddesacidesaminés201 à

299, est riche en hélices CI.. amphipathiqueset contient le site de liaison aux lipides des

lipoprotéines(Weisgraber,1990). Entre cesdeux régionsfonctionnelles,se trouve une région

de structurenon ordonnéesensibleau clivage protéolytique,contenantle site d'attachement

potentield'unechaîneglycaniqueenposition 194.

La structuretridimentionnelledu fragmentthrombolytiquede 22-kDa de l'apoE a été établie

(Wilson et al, 1991). Ce fragment est organiséen quatre hélices allongéesoù les résidus

chargéspositivementimpliquésdansla liaisonau récepteursontsituésdansla 4èmehélice(Fig

12) et exposésà l'extérieur. Il a été proposéque, en présence delipides, la structureen 4
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hélicesdu domaineN-terminal de l'apoE changede conformationafin de pouvoir se lier aux

récepteurs(Weisgraber,1994).

NH.,-terminal Domain

Apo-E4 (Arg 112)"
Ap0-E3 (Cys 112)
Ap0-E2.(Cys.112)

CO,H-terminal Domain

L1poproleln Association

VLDL
HDL
HDL

Fig. 12- Modèledesdomainesstructurauxde l'apoE
(WeigraberandMah1ey,1996).

L'apoE peut former desdimèresgrâceaux résiduscystéinessituésdansle domainede liaison

au récepteur. Ainsi l'apoE3 n'a qu'une seule cystéine peut-elle former des homodimères

ApoE3-ApoE3 (Weisgraber and MaWey, 1978) ou des hétérodimèresApoE3-ApoAII.

L'apoE2 qui a deux cystéinespeut former des homodimèresApoE2-ApoE2, des trimères

ApoAII-ApoE2-ApoAII ou autresmultimères(Tozuka et al, 1992). L'apoE4, ne possédant

pasde cystéines,ne peutêtrequesousforme monomérique.

IlI-2-4. Comportementallèle-spécifiquede la liaison gel'apoEaux récepteurs­
conséquencesfonctionnelles

Récemment,un effet spécifiquede l'isoforme de l'apoE dansla régénérationneuronalea été

mis en évidencedans un systèmecellulaire de racinesde ganglions dorsaux(Nathan et al,

1994). L'apoE3 humaine,en présencedes �~�-�V�L�D�L�, augmentela pousseneuritique.Toutefois

quand l'apoE4 est ajoutée, les branchements et les extensions des neurites sont

considérablementreduits.
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Celaa permisde suggérerquel'apoE3pourrait promouvoirla croissanceneuronale,tandisque

l'apoE4 l'inhiberait. Ces résultatssuggèrentque les effets spécifiquesà l'allèle impliquent la

liaison et/ou l'internalisation des p-VLDL enrichies en apoE par les récepteurs des

lipoprotéineset que l'apoE pourrait interagir demanièreisoforme-dépendanteavec une ou

plusieurs protéines cellulaires telles que les protéinesdu cytosqueletteimpliquées dans la

fonction et la structuredesneurones.

Toutefois,Takahashiet sescollaborateurs.(1996) en utilisant les cellulesCHO surexprimant

les VLDLR et déficientesenLDLR, ont montréque les VLDLR lient les VLDL provenantde

sujetsnormolipidémiquesayantun génotype03/s3 aussibien que celles provenantde sujets

81/s2.Mais les lipoprotéinesdespatientss4/s4n'ont pasétéétudiées.

Plus récemment,il a été démontréque les liposomescontenantl'apoE sont capablesde lier

sélectivementle peptide amyloïde p (1-40) soluble et de catalyser l'internalisation de ce

peptide dans les neuroneset les astrocytespar la voie du récepteurdes LDL (Beffert and

Poirier, 1996). Ce processuspeut être complètementbloqué par la présenced'un anticorps

monoclonaldirigé contrela régionde liaisondu LDLR à l'apoE.

Par contre Guillaume et ses collaborateurs(1996) ont montré des altérations isoforme­

spécifiquesdansla voie deslipoprotéinescontenantl'apoE,enétudiantla liaison desliposomes

enrichis en apoE aux astrocyteset aux neurones.Les auteursont constatéque la liaison de

l'apoE4a étésimilaire à celle de l'apoE3à la fois sur les astrocyteset les neurones,tandisque

la liaison de l'apoE3 a été significativementsupérieuresur les neuronespar rapport aux

astrocytes.Il est concevablepour les auteursque l'internalisationde l'amyloïde p par les

astrocytes et les neurones pourrait se produire de façon dépendanteà la fois de la

concentrationet de la naturede l'isoformede l'apoEdansle SNe.

Ces processuspourraientêtre considéréscommela clé d'entréede l'apoE dansles neurones

afin qu'elle puissemodulerle métabolismede la protéinetau. Si la présencecytoplasmiquede

l'apoE dansles neuronespeut être fermementétablie(Han et al, 1994), son origine n'estpas

claire. De plus, unefraction de cetteprotéinedoit contournerle phénomènede sécrétionaprès

dégradationendosomaledes lipoprotéinespour pouvoir interagir avec les composantsdu

cytosquelette.
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///-3- PlacedesapolipoproteinesE dansla maladied'Alzheimer

Les étudesgénétiquesont établi le lien entre la région chromosomique19q13.2 (Perikak­

Vance et al, 1991) et la MA. Ce n'est que plus récemmentque l'étude des marqueurs

génétiquespolymorphesde la régionq13.2du chromosome19, regroupantle gènesde l'apoE,

le gèneD19s47, les gènesdesapoCI, apoCII, apoCI' et apoCIII, a indiqué que la localisation

du variantfonctionnelselimitait au locusde l'apoE(Chartier-Barlinet al, 1994).

De nombreusesétudesbiologiques, épidémiologiquesont montré le lien étroit unissant le

polymorphismede l'apoE à la MA et le rôle central probable que pourrait jouer cette

apolipoprotéinedansla physiopathologiede la maladie.

L'équipedeNamba(1991)est la premièreà montrerparuneméthodeimmunohistochimiquela

présencede l'apoE aux côtés de la protéine amyloïde AB dans les plaques séniles

extracellulaireset les vaisseauxsanguins cérébraux ainsi que dans les dégénérescences

neurofibrillaires(DNF) despatientsatteintsde MA. Une interactionforte entreapoEet AB a

été démontréeet des complexesapoE-AB sont trouvés dans le LCR (Strïttmatteret al,

1993). L'équipede Rebeck(1993) confirme la présenced'apoEet du récepteurLRP dansles

plaquessénilesdes malades.Enfin, le niveau de transcriptionde l'ARNm de l'apoE dans le

cerveauet en particulier dans les astrocytesest augmentéchez les malades(Yamada et al,

1995;Diedrichet al, 1991).

D'autresétudesindiquentque le rôle de l'apoE dansla MA semblelié à son polymorphisme.

Les maladesporteursde l'allèle e4 ont davantagede plaquessénileset la densitédes dépôts

d'AB dansleurs plaquessénileset leurs vaisseauxcérébrauxest plus grande(Rebecket al,

1993;Schmeche1et al, 1993;Berr et al, 1994). Seloncertainsauteurs,les complexesentre

apoE4et AB seformentplus rapidementet avecuneaffinité plus importantequeles complexes

apoE3-AB (Strittmatteret al, 1993).

L'équipede Strittmatteret Rosesmontrele lien entrele polymorphismede l'apoEet la protéine

tau, composantprincipal des DNF, qui est sous forme hyperphosphoryléedans laMA: la

protéinetau non phosphoryléeselie davantageà l'apoE3 qu'à l'apoE4alors que ni l'apoE4ni

l'apoE3ne selie à tau phosphorylée(Strittmatteret al, 1994aand 1994b).

Le rôle probablementimportantjoué par le polymorphismede l'apoEdansla physiopathologie

de la MA estconfirmépar les étudesépidémiologiques.
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Roses et ses collaborateurs(Strittmatter et al, 1993) ont été les prenuersà montrer une

associationstatistiquementsignificative entre la MA familiale et la présencede l'allèle E4 .

Nous avons,peu de tempsaprès,obtenudesrésultatssuperposableschezles maladesatteints

de MA sporadiqueà débuttardif (0,46 vs 0,12) (12, 13). De nombreusesautreséquipes,dont

celle d'Amouyelont égalementtrouvécetteassociation(Amouyel et al, 1993).

La fréquence des différents allèles varie suivant les études (variations géographiqueset

ethniques)et l'expressionde la maladie(familiale ou sporadique).La fréquencemoyennede

l'allèle E4 est de 0,37 (0,24-0.52)en casde MA sporadiqueà débuttardif contre0,16 (0,12­

0,2) pour les témoins.

Le risquede développerla MA pour les porteursde l'allèle E4 est 3 à 15 fois plus grand que

celui des non-porteursselonles études.Dans notre populationnous obtenonsun odds ratio

calculéde 11,82(Lucotteet al, 1993).Le risquede voir apparaîtreuneMA augmentede 20 à

90% suivantquel'on a 0, 1 ou 2 allèlesE4. Actuellement,on estimeque 65% desMA seraient

attribuablesà la présencede E4 (Roseset al, 1996). L'âge de début de la MA à début tardif

décroîtproportionnellementau nombred'allèlesE4. A contrario,l'allèle E2 diminueraitle risque

de MA et retarderaitl'âge d'apparitionde la maladie (Corder et al, 1993; Corder et al,

1994). L'effet protecteur de E2 contre la MA, cause importante de morbidité chez les

personnesâgées,pourrait expliquer en partie la grande fréquence de cet allèle chez les

centenaires(Shachteret al, 1994).

Trois hypothèses principales concernant l'intervention de l'apolipoprotéine E dans la

physiopathologiede la MA ont étéavancées:

ID-3-1. Apolipoprotéine E et croissanceneuronale

L'apoEa un rôle certaindansla réparationnerveusepériphérique.En casd'altérationnerveuse

périphérique,des macrophagessont mobilisés et produisenten grande quantité l'apoE qui

participeà la maintenancedesmembranesdemyélineen redistribuantles lipides de dégradation

vers les axones en régénérationet vers les cellules de Schwann responsablesde la

remyélinisationpar l'intermédiairedesLDL-récepteurs(Goodrum,1991).

L'apoEa probablementun effet prochesur la croissanceet la réparationdu neuronevia la voie

desrécepteurs(voir plus haut). L'apoE3 provoqueraitune croissanceneuritique(élongationet

ramification) alors que l'apoE4 l'inhiberait (Nathan et al, 1994), probablementen raison
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d'affinitésdifférentesavecles lipoprotéineset les récepteurs,impliquantdesqualitésdifférentes

de transport des lipides dans le systèmenerveux central. Les isoformes pourraient aussi

interagir différemmentavec la matrice extracellulairepar leur liaison aux protéoglycanesà

héparinesulfateou endéplaçantles facteursde croissance.

ill-3-2. ApoE et dépôt amyloïde

La deuxièmehypothèse,appelée"cascadede l'amyloïde" est proposéedès 1992 par Hardy et

Higgins.

La MA seraitdueà :

1- une hyperproductionde peptide AB responsablede la formation de substanceamyloïde

toxiquepour le neurone.Cettehyperproductiond'AB pourraitêtresecondaireà :

- un excèsde productiond'AFP: le modèletype estla trisomie21, où les patientsont 3 copies

du gènecodantpour l'AFP. Danscettemaladie,on observeunehyperproductiond'AFP parun

effet gène-doseet l'apparitiond'uneMA à débutprécoce.

- un défautde maturationde l'AFP: la MA à débutprécoceet familiale est liée au chromosome

14q24.3,probablementimpliqué dans la maturationde l'AFP: les gènescandidatssont des

inhibiteurs de protéases,la cathepsineD(14qIl), c-Fos ou une protéinede choc thermique

(HSPA2) fonctionnantcommeun chaperonpositif Il a été décrit des familles suédoiseset

hollandaisesdont les membresprésententuneMA précoceparmutationponctuelledu gènede

l'AFP. Les cellules de neuroblastometransfectéespar une forme d'AFP qui présentela

mutation "suédoise"expriment6 à 8 fois plus de protéineAB que les cellulestransfectéespar

l'AFP detype sauvage.

2- une potentialisationde l'effet neurotoxiquede l'AB secrétéeen quantitéphysiologiqueoù

l'apoEinterviendraitprobablement.En effet, en réponseaux lésionsneuronalesphysiologiques

produites lors du vieillissement, la microglie activée et les astrocytesréactifs produiraient

davantaged'apoEpar activation de protéineskinasesC. Les cellules microgliales, riches en

LDL-récepteurs,peuventlier l'apoE4 qui est capableà son tour de se lier avec une grande

affinité au peptide AB (Strittmatter et al, 19931 directement ou par l'intermédiaire de

glycosaminoglycanes.La productionet la fixation à la microglie de l'apoE4pourraitfaciliter la

concentrationet le dépôt de AB sur et autour de la microglie, formant ainsi le noyau des

plaquesamyloïdes(transformationdesplaquessénilesdiffusesen plaquessénilesfibrillaires et



A. idERCHED Doctorat UHP Phannacie-Nancv1994-1997 Etatdu suiet 36

insolubles),transfonnantles monomèresd'AD en agrégatsinsolubles.En effet, la fonnation de

substanceamyloïde sembledépendanted'un phénomènede nuc1éation.La liaison apoE4-AD

serait le grain (seed) qui activerait la "cristallisation" de la protéine AD. Les apoE2 et E3

pourraient inhiber cette polymérisationet apoE4 la favoriser. L'apoE pourrait ainsi être une

moléculechaperonepathologique(Wisniewski andFrangione,1992).

La neurotoxicitéde l'AD pourrait êtresecondaireà une activationde mécanismesapoptotiques

(Loo et al, 1990) ou à augmentationde l'entréecellulaire du calcium par une déstabilisationde

la membrane.Cesphénomènesentraîneraientune phosphorylationanonnalede ta protéine tau

avecformation de filamentsen pairehélicoïdaux(PHF), conduisantà une dépolymérisationdes

microtubules,une altérationdu transportaxonal,une déconnectiondessynapses,une repousse

anarchiqueavec dégénérescencedu neuroneet une gliose active qui entretiendraitle cercle

vicieux par une augmentationde la sécrétionde l'apoE par tes astrocytes(Fukuyamaet al,

1994).

Cette hypothèse est d'autant plus plausible que l'indométacine (anti-inflammatoire non

stéroidien inhibiteur de prostaglandineset de l'ILl, qui supprimerait l'activation de la

rnicroglie) semble prévenir ou retarder le début de la MA (Breitner et al, 1994). D'autres

antagonistesde l'IL 1f3 pourraientavoir la mêmeactioninhibitrice sur la proliférationgliale.
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Fig. 13- Représentationschématiquede la formations des plaquesséniles et des
lésionsneurofibrillairesdansla MA (WeigraberandMahley, 1996).
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L'hypothèsedeHardy et HigginsHardyandHiggins, 1992)est controversée.L'apoEpourrait

être impliquéedansla clairancede la substanceamyloïdephysiologiquementproduite.L'équipe

de Whitson (Whitson et al, 1994) montreque l'apoE tend à abaisserla neurotoxicitéde l'AB

dansdes culturesde neuroneshippocampiques,suggérantqu'à concentrationnormaledans le

LCR l'apoE aurait un rôle neuroprotecteur.Cette neuroprotectionpourrait être due à une

augmentationde la disponibilité des lipides recyclés à partir des membranesdes neurones

endommagés.D'autre part, l'AB pourrait être éliminée du neuropile par les neuroneset les

astrocytes par l'intermédiaire de la liaison apoE-LRP. L'apoE4 pourrait être moins

neuroprotectriceque l'apoE2 en raisond'uneduréede vie plus courte. La plus grandeaffinité

de l'apoE4 pour l'AB pourrait la soustraireà sesmécanismesde régulation, induirait sa plus

grande production et favoriserait l'amyloïdogénèse.Cet effet neuroprotecteurde l'apoE est

corroborépar l'observationd'uneaugmentationde l'ARNm de l'apoE dansl'hippocampeaprès

lésiondu cortex entorhinalavecun délai superposableà l'augmentationde tubuline1 impliquée

dans les mécanismesde repousseneuronale(poirier et al, 1991) : les lésions du cortex

entorhinal entraînentune dégénérescencede la voie perforanteallant du cortex entorhinal à

l'hippocampepar destructiondescellulespyramidalesCAl. La conséquenceest une activation

des astrocyteset une hyperproductiond'apoEfavorisant la repoussedes cellules pyramidales

hippocampiquesglutaminergiqueset descellulescholinergiquesdu septum.Il sembleenfin que

l'apoE puisse aussi moduler la neurotoxicité de AB en modifiant les taux de cholestérol

cellulaire et membranaireen particulier, qui commeles facteursde croissance,semblentagir

sur la fonction neuronaleen modulantl'homéostasiecalcique.Le cholestérolpourrait contrer

les effetsneurotoxiquesde l'AB, expliquantainsi l'augmentationde la neurotoxicitéde AB dans

les zonespauvresen cholestéroltelle que la substancegrise corticale (Hartmannet al, 1994).

Cette hypothèseest démentiepar Sparkset ses collaborateurs(1994) qui observe,chez des

animauxnourris avecunegrandequantitéde cholestérol(2%) uneaccumulationd'AB dansles

cellules cérébrales,sans induire pour autant d'altération,..du cytosquelette,indiquant que le

cholestérolpourraitavoir uneactiondirectesur le métabolismede l'AFP.

I11-3-3. ApoE et lésionsneurofibrillaires

La troisièmehypothèsemet en jeu l'interactionentre l'apoE et la protéinetau. Dansla MA, le

cytosqueletteneuronal est progressivementdétruit et remplacé par des agglomératsde
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filaments en double hélice (pRF) qui sont composésen grandepartie de protéinestau sous

forme hyperphosphorylée.L'assemblageet l'intégrité des microtubules sont inhibés par la

phosphorylationde tau, probablementpar défaut de liaison de la protéine tau normale à la

tubuline dansles microtubules.Les neuronesprésentantces dégénérescencesneurofibrillaires

de filaments en double hélice perdent l'assemblagemicrotubulaire de leur cytosol et

dégénèrent.

L'apoE est l'un des constituantsdes DNF des patientsprésentantune MA (Namba et al,

1991). Quandl'apoE3 est incubéeavec la protéinetau, l'apoE3 forme des complexesstables

aveccettedernièresoussaforme non-phosphoryléecontrairementà l'apoE4, alors qu'aucune

des deux isoformesne se lie à tau phosphorylée.Les isoformesE3 et E2 pourraientêtre des

cofacteursbénéfiquesou des agentsséquestrantsde la protéine tau en la protégeantde la

phosphorylation, ce qui lui permettrait de conserver son action sur les microtubules

(Strittmatteret al, 1994a).Ce rôle protecteurde l'apoE nécessitesa présencedansle neurone

et des étudesde détectionimmunohistochimiquesdémontrentsa présencedans les neurones

(Strittmatteret al, 1994b).

D'autres hypothèsesalternativesaux possiblesimplications de l'apoE dans la MA ont été

proposées.Plusieurstravaux ont étudié, notamment, la neurotoxicité de l'apoE et de son

fragmentde clivagepar la thrombine(Marqueset al, 1996 ; Marqueset al, 1997; Crutcheret

al, 1997).Le fragmentprovenantde la dégradationde l'isoformeE4 sembleprovoquerplus de

toxicité chezles neuronesen culture que le fragmentprovenantde l'isofomeE3. Cetteaction

nécessiteraitl'interaction avec le complexerécepteurLRP (LDL-receptor Related Protein)

protéoglycanesà héparinesulfate (Talor et al, 1997). Ces hypothèsessont appuyéespar

d'autresrésultatsdécrivant, d'une part, la présencede la thrombine dans les plaquesséniles

(Akiyama et al, 1992) et d'autrespart, une diminution de l'inhibiteur le plus important de la

thrombine,la protéase-nexine-1dansle cerveauenpostmortemdespatientsatteintsde la MA,

notamment autour des vaisseauxsanguins (Wagner et al, 1989; Vaughan et al, 1994),

impliquantdesactivitésimportantesde la thrombinedanscettemaladie.
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IV- PlacedesapolipoprotéineE, D, AI, AIV, de la transthyrétine
et de l'actinedansla maladied'Alzheimer

Les marqueursbiochimiqueset génétiquesquenousavonsétudiéssontprésentésbrièvement

danscechapitre.Il s'agitpour la plupartd'apolipoprotéines(voir Tableau2) dont le choix est

justifié par leur placepotentielledansdesfonctionsessentiellesau sein du SNC,notamment

dansle maintiende l'intégrité et de la plasticitéet dansla réparationneuronale:c'estle cas

des apolipoprotéinesAI, AIV, D et E. D'autres fonctions importantes dans la MA,

notammentauniveaude la biochimieet de l'équilibredu peptideAf3, pourraientêtreassurées

ou moduléespar la transthyrétinemaiségalementpar l'apoAI. Finalement,nousavonssuivi

lesvariationsde l'actineafin de faire le lien entrela biochimiedu cytosquelette,aspectaussi

important que l'amyloïdogenèsedans la MA, et les éventuellesfonctions régulatricesde

l'apoEet de la TTR. Toutescesprotéines,par comparaisonà d'autresprotéinesimportantes

dansle métabolismelipidique telles que les ApoAII, B, CI et CIl, sont synthétiséesdansle

cerveau et possèderaientdes fonctions propres à celui-ci. Nous avons donc essayéde

d'étudierla naturede cesfonctionsdansun environnementbiochimiqueet génétiquelié à la

MA.
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Fig. 14 - Présentationdes marqueursétudiés, de leur implication potentielle et de leur possible
interacionau niveaude trois voies physiopathologiquesessentiellesdansla maladied'Alzheimer: la
régulationdu métabolismedu peptideamyloïde p, la biochimie du cytosqueletteet le métabolisme
lipidique. Abbréviations: Ap : peptideamyloïdeP; APP : précurseurde l'Ap ; TIR : transthyrétine;
p-tau-p: protéinetausousfmme hyperphosphorylée.
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IV-l. L'APOLIPOPROTEINE D

L'apolipoprotéineD (apoD) est Wle composanteprotéique des HDL plasmatiques,elle

représente5% du total des HDL (Fielding and Fielding, 1980). Elle est associée,dans ces

paIticules,àl'enzymelécithinecholestérolacyl transférase(LCAT) (Drayaet al, 1986).L'apoD

présenteWle grandehomologieavecla protéinevectrice du rétinol (retinol bindingprotein)

plasmatiqueet appaltient à la superfamille des a-2-microglobulinesou lipocalines, qui

appaltiennent,elles, à la famille des calycines. La caractéristiquedes lipocalines est leur

stmctureorganiséeenhuit feuillets f3 antiparallèlesqui fOlment Wle poche(ou calice)qui leur

confèrela potentialitéde lier des ligandshydrophobes.La plupaIt desgènesdes lipocalines

sontorganiséssousfOlme de c1ustersur le braslong du chromosome9. Le poidsmoléculaire

de cetteglycoprotéineest estiméà 33kDa. Le gènehumainest localisésur le chromosome3

régionp14.2-qter(Draynaet al, 1987a),celui de la sourissurle chromosome16 (Wardenet al,

1992). Le ligand physiologiquede l'apoD reste peu connu. Toutefois, cette protéine est

capablede lier la progestérone,la bilimbine et l'acide arachidonique(Pealmanet al, �1�9�7�3�~

Peitschand Boguski, 1990; Morais Cabral et al, 1995). Le locus de l'apoD présentede

multiplesRFLPs(Draynaet 1987b).Kombohet sescollaborateus(1989)ont étélespremiersà

démontrerle polymorphismede l'apoD à l'aide de techniquesd'isoélectrofocalisationet

d'innnWlorévélation.Les auteursont rappOltél'existencede deuxallèlesApoD*l et ApoD*2.

Holmquist (1992) a montrél'hétérogénéitéde l'apoD en isoélectrofocalisation,il a pu mettre

enévidence7 isofOlmesdel'apoDrepaltiesentredespl de4.6 à6.2.

Fig. 15- StructuretridimensiOlmelledel' apoD
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L'apoD correspondà la protéineGCDPF-24,protéineliant la progestéroneretrouvéedansle

liquide deskysteschezles patientsatteintsde la maladie'grosscystic' du sein(Pearlmanet al,

1973;Lea et al, 1987;Balbin et al, 1990).

Dans le plasma,elle est associéeaux particuleslipoprotéiques,notammentaux HDLs et aux

VLDLs. Cette liaison sembleêtre réaliséeprincipalementpar l'intermédiairede l'apoAII via

des interactions dissulfures (Blanco-Vaca et al, 1992; Yang C-Y et al, 1994). Elle est

égalementassociéeà la LCAT et pourrait la stabiliseret jouer un rôle dansl'estérificationdu

cholestérol(ChajekandFielding, 1978,SteyerandKostner,1987). Smith et sescollaborateurs

(1990a) ont proposéun rôle dansle transportdu cholestérolou de sesdérivésà travers la

barrièrehémo-encéphalique.Toutefois, aucuneaffinité de l'apoD vis-à-vis du cholestéroln'a

étémiseenévidence(Morais Cabralet al, 1995).

L'apoD s'accumuleavec les apo E, AI, AIV durant la régénérationneuronalepériphérique

(Spreyeret al, 1990), son taux augmentede 500 fois (l'apoE 250 fois) dans ces conditions

(Boyles et al, 1990) A l'exemplede l'apoE, elle joue un rôle potentiel dansle processusde

dégénération-régénérationdansle systèmeneuronalpériphériqueet central.

Chez la souris, l' apoD est très expriméedans le systèmenerveux central, contrairementà

l'homme et au lapin. Les sites de synthèsesont localisésmajoritairementdans les cellules

gliales - les astrocyteset les oligodendrocytes-(provost et al, 1990 and 1991; Séguinet al,

1995 ; Patelet al, 1995).

IV-3. L 'APOLIPOPROTEINE AI

L'apoAI matureest un polypeptidede 243 aminoacides,de poids moléculaired'environ 28

kDa. Le gène de l'apoAI est localisé sur le bras long du chromosome11 dans le locus

contenantles gènesde l'apoCIII et de l'apoAIV (Li WH et al 1988). L'apoAI est la protéine

majoritairedesHDLs, elle représenteapproximativement70% de leur masseprotéiquetotale.

Elle intervient dans l'efEux et l'élimination du cholestérolcellulaire grâce à ses propriétés

physicochimiqueset son organisationstructuraleparticulière (Allan et al, 1992; Dalton and

Swaney,1993;_Sviridovet al, 1996).L'activationde la lécithinecholestérolacyltransféraseest

une autrefonction de l'apoAI qui est égalementassuréepar les apo AIV, CI, D et E (Mahley

et al, 1984;Steinmetzet Utermann,1985;SteyerandKostner,1987).
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Fig. 16- Modèle de la structurede l'apoAlliant les lipides (Robertset
al, 1997). Les sites de clivage sont montrès par de triangles. Les
cylindres représententune structurehélicoïdale, les lignes en zig zag
desrégionshélicoïdalesprobablesmaispasnécessaires.

L' apolipoprotéineAI dansla maladied'Alzheimer

L'apoAI est une desapolipoprotéines(apoE,AIV et D) qui s'accumulentdansles conditions

de régénérationdesnerfspériphériqueset centraux(Boyles et al, 1989; Good,mm, 1991). Le

cholestérolprovenantdescellulesen dégénérescences'accumuledansdeslipoprotéinesriches

en apoE et AI dansles sites de régénérationet serautilisé par les cellules qui exprimentdes

niveauxélevésde récepteursaux LDL. Plus récemment,deux équipes(Kuriyama et al, 1994;
-

Kawano et al, 1995) ont étudié le niveau plasmatiquedes apoAI et AlI dans la maladie

d'Alzheimer. Bien. que leur étude comportait un nombre limité de patients (n=45 et 44,

respectivement),ils ont montréque la concentrationplasmatiquede cesdeux apolipoprotéines

estplus faible chezles patientsatteintsla MA par rapportaux sujets contrôlesappariésà l'âge
,/

et quecettedifférenceest indépendentede l'âgeet du sexe.

Quantà la fonction de l'apoAI dansle cerveau,une étuderécentea montré la �p�r�é�s�e�n�c�~ d'un

ensembled'apolipoprotéines(AI, AIV, D, E et J) dansun homogénatdu cortex frontal des

patientsatteintsde la MA et des sujetscontrôles(Harr et al, 1996). L'étude a porté sur un

nombre limité de cerveaux(11-13 dans chaque groupe) et n'a pu montrer de différence

significative entrecaset témoins.Les mêmesauteursont montré la présencede l'apoAI dans

certainesplaques séniles. Auparavant,Koudinov et ses collaborateurs(1994) ont mis en
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évidencel'affinité de cetteapolipoprotéinepour le peptide�A�~�, et d'autrestravauxont suggéré

que l'apoAI pourrait jouer un rôle dans l'agrégationdu peptide �A�~ par l'adoption d'une

conformationamyloïdogénique(Wisniewskiet al, 1995).

IV-3. L 'APOLIPOPROTEINE AIV

Chez l'homme, l'apoAIV est associéeaux lipoprotéinesriches en triglycérides et aux HDL

(Ohta et al, 1985) mais existe égalementsous forme libre. L'apoAIV est donc liée au

métabolismede ceslipoprotéineset intervientdansles échangesdesapolipoprotéinesentreles

différenteslipoprotéines(Lagrostet al, 1989).

Plusieurspropriétésde l'apoAIV suggèrentun rôle dansle transportreversedu cholestérol:

En effet, les lipoprotéines riches en apo AIV sont capablesde provoquer un efEux de

cholestérolcontenudansles adipocytesde rats(Steinmetzet al, 1990)et les fibroblastes,et de

l'estérifier(von Eckardsteinet al, 1995). Cespropriétésde l'apoAIV ont été renforcéespar la

mise en évidencede saforte affinité pour la membranedescelluleshépatiques(Weinbergand

Patton, 1990), selon un mécanisme saturable, réversible et spécifique. Une fonction

physiologiquede l'apoAIV est l'activationde la lécithine cholestérolacyltransférase(LCAT),

l'enzymeresponsablede la formationd'esterde cholestéroldansles HDL. Cettefonction peut

êtreégalementassuréeparles apoAI, CI, D et E (Mahley et al, 1984,Steinmetzet_Utermann,

1985; Steyerand Kostner, 1978). De plus l'apoAIV est capabled'augmenterl'activité de la

lipoprotéinelipaseenprésencedIapocn (Goldberget al, 1990),enzymequi estresponsablede

l'hydrolysedestriglycéridesdanslesVLDL, illL et les chylomicrons.

Un polymorphismegénétiquede l'apoAIV a étémis en évidenceet deuxisoformesmajeuresà

transmissionautosomalecodominanteont étédécritesdansla populationcaucasianne(Menzel

et al, 1988). Les deux allèlesapoAIV-1 et apoAIV-2 diffèrent au niveau dela 3èmebasedu

codon 360 (G.-.-+T) ou Gln.-.-+His. La fréquence respective de ces deux allèles dans la

population lorraine a été estiméeà 92% et à 8% (Zaiou et al, 1994). Certainesétudes

génétiquesde populationont montréune associationde l'allèle apoAIV-2 (360:His) avecdes

taux de HDLs élevés(Menzel et al, 1988) et des niveauxbasde triglycérides(Eichneret al,

1989). Cette différence au niveau de la concentrationdes HDLs pourrait être due à une

activationplus efficacede la LCAT par l'isoformeapoAIV-2 (Weinberget al, 1990).
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L'apolipoprotéine AIV dans la maladie d'Alzheimer

Le rôle de l'apoAIV au niveau du cerveaua été appréhendéprincipalementdansun modèle

animal. Certainesétudesont attribué à l'apoAIV un rôle dans le processusde régénération

mais égalementdansle développementdu systèmenerveuxcentralet périphérique(Bayleset

al, 1989). D'autrestravaux ont suggéréque l'apoAIV pourrait agir dans le SNC comme

facteur de contrôle de l'appétit ou de la satiété (Fujimoto et al, 1993). Un régime

hyperlipidémique chez le rat augmentenon seulement la concentrationplasmatiquede

l'apoAIV mais égalementcelle du LCR et desinjectionsintracistemalesd'apoAIV inhibent la

sécrétionde l'acide gastrique(Okumura et al, 1994). Cette apolipoprotéineest un facteur

important de contrôle du comportementnutritionnel. ·En effet, sa perfusion dans le 3ème

ventricule inhibe l'alimentationd'une manièreproportionnelleà la doseperfusée(Tso et al,

1995). L'apoAIV est supposéetraverserla barrière hématoencéphalique(Elhourbagyet al,

1985; Karathanasiset al, 1986), et la localisation récentede cette apolipoprotéinedans le

cerveau(Herr et al, 1996) ainsi que dansle liquide céphalorachidiencommepartie intégrante

d'unepopulationparticulièrede lipoprotéines(Borghini et al, 1995) sont en faveur d'un rôle

importantde cetteprotéinedansle SNC.

L'expressionde l'apoAIV dans le cerveaudes patientsatteints de la MA a été récemment

étudiée(Herr et al, 1996).Lesvariationsdu niveaude l'apoAIV dansle cerveaun'étaientpas

significatives entre caset témoins, ce qui nous a permis de suggérerque les variations

qualitatives de l'apoAIV reflétéespar son polymorphismegénétique,pourraient être plus

importantesdansla physiopathologiedela MA.

IV-4. LA TRANSTHYRETINE OUPREALBUMINE

Appeléed'abordpréalbumine,grâceà sa mobilité électrophorétiqueplus rapide que celle de

l'albumine,cetteprotéinea ensuiteéténomméetransthyrétine(TTR) pour reflétersonrôle de

transporteurde la thyroxine, hormonethyroïdienne,et du rétinol ou vitamineA (Fergusonet

al., 1975;Van Jaarsveldet al., 1973).La TTR estun tétramèrede 54 845 Da formé de 4 sous-
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unitésde 14 kDa chacune.Elle joue un rôle majeur dansle maintien des concentrationsdu

rétinol et del'hormonethyroïdiennedansla circulationplasmatique(Episkopouet al., 1993).

Dans certainescirconstancespathologiquesliées à des mutationsde la TTR, cetteprotéine

sembles'agrégeret sedéposerdansdifférentstissus.Plusde 40 variantsgénétiquesdifférents

de la TTR sont associésà desdépositionsamyloïdes(Saraiva,1995). Les nerfspériphéIiques

et le coeur sont les cibles patiiculièresde ces dépôts,provoquantdes neuropathieset des

cardiomyopathiesqui sontlessymptômescliniqueslespluscourants.

Fig. 17- Structure tridimensionnellede la TTR complexéeavec la
protéinevectricedu rétinol (retinol bindingprotein)

La transthyrétinedansla maladied'Alzheimer

La TTR représenteune fraction majeuredes protéinesdu LCR. Dans le SNC du rat et de

l'homme,elle estsynthétiséede novapar les cellulesépithélialesdu plexuschoroïde(Hebetiet

al., 1986). A massede tissu égale,les plexus choroïdescontiennentau moins 100 fois plus

d'ARN dela TTR quele foie. Toutefois,la TTR estla seuleprotéineconnuedu SNC qui soit

exclusivementsynthétiséepar le plexuschoroïde.Dansle LCR, elle est la pIincipaleprotéine

de transpOlide la thyroxine. Elle transpOlieenviron80% du total d'holl11onedu LCR (Hagen

and Elliott, 1973) et serait probablementimpliquée dansle transpOli actif de la thyroxine à
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partir de la circulationsanguinevers le LCR (Dickon et al, 1987; Mendel et al, 1987) (voir

modèleFig. 18). Les astrocytespourraientêtre une des cibles de l'effet hormonal de la

thyroxinequi semblerégulerla polYmérisationde l' actinedu cytosqueletteet les interactions

entreles intégrineset la laminine.La thyroxinesembledonc intervenirdansla modulationde

l'organisation des microfilaments, et la régulation de la migration neuronale et les

interactionscellulaires (Siegrist-KIaiser, 1990). La livraison de la thyroxine par la TTR

semble être permise par l'intermédiaire de récepteursspécifiqueslocalisés à la surface

astrocytaire(Divino andSchussler,1990b).

Sang

Plexuschoroïde

LCR

,
TIR-T4

flux
unidireÇ60nnel

deCCR

Fig 18- Modèlehypothétiquede transportde la thyroxine du sangvers le
LCR à traversle plexux choroïde(adaptéde Dicksonet al, 1987). TIR,
transthyrétine;CSF, liquide céphalorachidien;T4, thyroxine.

Cespropriétésde transporteurhormonalde la TTR n'ontjamaisétéprisesen comptedansla

MA. Toutefois, les propriétésde cette protéineà lier le peptideAf3 ont attiré l'attention de

certaineséquipesde recherchesur la MA. En effet, plusieurspropriétésexpérimentalesde la

TTR ont suggéréun importantrôle protecteurde cetteprotéinecontrela dépositiondu peptide

Af3 dans les plaquesséniles,avec une possibilité d'un rôle de compétitionpour l'apoE. En

effet, l'ApoE se lie in vitro au peptideAf3 avecune grandeaffinité (Strittmatteret al., 1993),

semblepromouvoirla fibrillogenèsede l'Af3 et induire l'accumulationde ce peptidedansles

culturesde cellulesvasculairesmusculaireslisses (Maet al., 1994; Wisniewski et al., 1994;
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Mazur-Koleka et al., 1995) tandis que la TTR inhibe et prévient cette formation fibrillaire

(Schwarzmannet al., 1994;Mazur-Kolekaet al., 1995).

Bien avant la découvertede cespropriétésde la TTR, Riisoenet al (1988) avait montréune

corrélationnégativeentre la concentrationde la TTR dansle LCR et la sévéritéde la MA,

estiméepar un scoreneuropsychiatrique.Depuis, la concentrationde la TTR n'a jamais été

réétudiéedansle domainede la MA.

IV-S. L'ACTINE

L'actineestuneprotéinequi joueun rôle importantdansla structureet la mobilité cellulaireet

dans la générationd'une force contractiledans les cellules musculaireset non musculaires.

Trois isofomesd'actinepeuventêtreséparéespar isoélectrofocalisation(Whalenet al, 1976) :

l'isoforme a trouvée dans les tissus musculairescomme constituant majeur de l'appareil

contractile, les isoformes �~ et y qui coexistentdans la plupart des cellules non musculaires

commecomposantsdu cytosqueletteet sont des médiateursde la mobilité cellulaire interne.

Les isoactinessont les produits de différentsgèneset ont des séquencesen aminoacidestrès

similaires. Ces isoformes ont une expressiontissu-spécifiquebien conservéeà travers les

espèces.Toutefoisla significationfonctionnelledecesmultiplesactinesn'estpasbiencomprise

endehorsdescellulesmusculaires.

Au niveaudu cytosquelette,l'actineintervientdansla formation desfibres de « stress)}(longs

paquetsde filaments d'actine) et du squelettemembranairequi est un réseaude protéines

fibrillaires attachéesà l'intérieur de la membraneplasmique.L'actine se trouve dansun état

d'équilibre entre une forme globulaire soluble (G) et une forme fibrillaire (F) insoluble.

L'équilibreentrecesdeuxformesestétroitementcontrôlépar les cellulesqui peuventmodifier

l'équilibre entre l'assemblageet le désassemblageen réponseà de nombreusessollicitations

physiologiques, notamment lors d'interactions avec des facteurs de croissance et des

hormones.Par exemple,l'équilibre sembleêtre influencépar la présence dela thyroxine (T4)

dans les cultures astrocytaires(Siegrist-Kraiseret al, 1990). En effet, en absencede cet

hormone, une désorganisationdes filaments d'actine est observéeen faveur de la forme

soluble. Certaines substancescomme la cytochalasine B sont capables d'inhiber la

polymérisation de l'actine en se liant aux filaments d'actine. Plusieurs autres facteurs



A.MERCHED DoctoratUHP Phamwcie-Nancy1994-1997 Etatdu suiet 48..

extracellulairessontcapablesde provoquerun changementde l'organisationcytosquelettalede

l'actine comme les facteurs de croissance(EGF, PDGF, FGFb), l'insuline et la thrombine

(Ridley andHall A, 1992;Ridley et al, 1992).

L'actine dans la maladie d'Alzheimer

Les étudesdu rôle de l'actine dansla maladied'Alzheimersont peu nombreuses.Jabbouret

sescollaborateurs(1992) ont rapportéuneexpressionanormaled'actinedansles lymphocytes

despatientsatteintsde la MA ainsi quechezles patientstrisomiques.Plusrécemment,Mattila

and Frey (1995) ont trouvé une diminution quantitativede l'actine dansles plaquetteset les

lymphocytesdespatientsatteintsde la MA. Les auteursapportentdespreuvesconcernantdes

changementsliés à la MA à l'extérieur du SNe et renforcent l'hypothèsede la nature

systémiquede cettemaladie.
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v- LES AUTRES MARQUEURS BIOCHIMIQUES DU LIQUIDE
CEPHALORACHIDIEN PROPOSESDANS LA LITTERATURE

La concentrationde certainessubstancesdansle LCR qui ne traversentni la barrièrehémo­

encéphaliqueni la barrière hémo-meningéepeut être considéréecomme fonction de leur

concentrationdansle liquide interstitiel du SNe. Beaucoupde travauxrelatentles anomalies

de la compositiondu LCR commereflet du métabolismecérébrallié au développementde la

MA. Plusieurs hypothèsesphysiopathologiquesde la MA, notamment l'inflammation et

l'oxydation, ont été analyséesà travers des marqueursspécifiquesmesurésdans le LCR.

Beaucoupde travauxont recherchéles variationspathologiquesdes composantsdesplaques

séniles et des lésions neurofibrillaires, d'autres celles des systèmesde transmission et

fonctionnementsynaptique.

Dans cette partie, les marqueursétudiés dans le LCR et décrits dans la littérature sont

présentéssousforme d'uneliste (voir tableau)afin de montrerla diversitéde cessubstanceset

les éventuellesdifficultés méthodologiquesà reproduirecertainsrésultats.
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Tableau 3- Les marqueursétudiés dans le liquide céphalorachidienen relation avec la maladie
d'Alzheimer

Variations
Marqueursmesurésdansle LCR observéesavecla Références

MA

Neurotransmetteurs
Acétylcholine diminué Daviset al, 1985

augmenté EIble et al, 1989
Choline augmenté Kumaret al, 1989
Acide homovani1ique(HVA) diminué BeaIet al, 1986

Atack, 1989
Kawakatsuet al, 1990
Prior et al, 1991
Pamettiet al, 1992
Blenowet al, 1992a

ChromogranineA invariable O'Connoret al, 1993
Norépinéphrine augmenté EIrod et al, 1997
3-méthoxy-4-hydroxy-phényl-glycol dimihué Braneet al, 1989

(MHPG) Martignonietal, 1992
invariable BeaIet al, 1986

Atack, 1989
Pamettiet al, 1992

Acide 5-hydroxy-indol-acétique diminué Braneet al, 1989
(5-HIAA) Fukudaet al, 1989

Kawakatsuet al, 1990
Prior et al, 1991
Tohgi et al, 1992

invariable Atack, 1989
BeaIet al, 1986
Blennowet al, 1992a

Somatostatine(SST) diminué Bissetteet al, 1992
Hartikainenet al, 1992
Strittmatteret al, 1997

Acide y-aminobutyrique(GABA) diminué BeaIet al, 1986
Vasopressine diminué Edvinssonet al, 1993

Jolkkonenet al, 1989
North et al, 1992

Endothéline-1(ET-1) diminué Yoshizawaet al, 1992

Protéineset constituantsneuronaux

Chromogranine invariable(LAD) Blennowet al, 1995

Synaptotagmine diminué(EAD) Davidssonet al, 1996

Laminine invariable Kittur et al, 1993

Ganglioside augmenté(EAD) Blennowet al, 1992b
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Marqueursmesurésdansle LCR (Suite)
Variations

observéesavec
laMA

Références

Systèmesenzymatiques
Glutaminesynthase(présence:'+')
Aspartateaminotransférase

'+' 38/39MA Gunnersenet al, 1992
'+' 1/44témoin

augmenté Riemenschneideret al,1997

Activité de l'enzymede conversionde
l'angiotensine
Cholinestérase
CathepsineD
Enolasespécifiquedesneurones(NSE)

a l-antichymotrypsine

Ubiquitine

Protéinetau

Constituantsdesplaquesséniles
Précurseurde la protéineamyloïde(APP)

Protéinefi amyloïde(Afi) totale

Afi-42

invariable

diminué
augmenté
augmenté

invariable

augmenté

invariable

augmenté

augmenté

diminué

augmenté

invariable

augmenté
invariable

invariable
diminué

Koningset al, 1993

Kawakatsuetal, 1990
Schwagerlet al, 1995
Roydeset al, 1983
Blennowet al, 1990
Sulkavaet al, 1988
Pauwelset al, 1993
Matsubaraet al, 1989
Matsubaraet al, 1990
Shinoharaet al, 1991
Alstiel et al, 1992
Bruggeet al, 1992
Harigayaet al, 1995
Licastroet al, 1995
Delamarcheet al, 1991
Furbyetal, 1991
Tintneret al, 1992
Pirtilla et al, 1994b
Manakaet al, 1992
Blelillow et al, 1994a
Kudo et al, 1994

Hock et al, 1995
Jensenet al, 1995
Arai et al, 1995
Munroeet al, 1995
Vigo-Pelfreyet al, 1995
RosIeret al, 1996
Riemenschneideret al, 1997

Henrikssonet al, 1991
Prioret al, 1991
Farlowetal, 1992
vanNostrandet al, 1992
Weidemannet al, 1989
Urakamiet al, 1992
Chonget al, 1990
Henrikssonet al, 1991

Nakamuraet al, 1994
Van Gooi et al, 1995
Southwicket al, 1996
Tabatonet al, 1994
PirtilHi et al, 1994a
Motter et al, 1995
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Marqueursmesurésdansle LCR (suite)

ApolipoprotéineJ (apo1)
ApolipoprotéineE (apoE)

ComposantP amyloïdesérique(SAP)
�~�2�-�m�i�c�r�o�g�l�o�b�u�l�i�n�e

Protéinesde la réactioninflammatoire
Interleukine-1fi(Il-fi)

Interleukine-2(Il-2)
Interleukine-6(Il-6)

Systèmesd'oxydation/ antioxydation
Ascorbate
Superoxidedismutase

Ferritine

Variations
observéesavecla Références

MA

augmenté Choi-Miuraet al, 1992
invariable RosIeret al, 1996

Hahneet al, 1997
Lefrancetal, 1997

diminué Blennowetal, 1994b
Pirttila et al, 1994c

augmenté Merchedet al, 1997
Lindh et al, 1997
Songet al, 1997

augmenté Hawkinsetal, 1994
augmenté Martinezet al, 1993

augmenté Cacabeloset al, 1991
Blum-Gegenet al, 1995

invariable Pirtilla et al, 1994b
Martinezet al, 1993

invariable Blum-Gegenet al, 1995
augmenté Blum-Gegenetal, 1995
invariable Kalmanet al, 1997

Hampelet al, 1997

invariable Paraskevaset al, 1997
invariable Braccoetal,1991

Urakamiet al, 1995

invariable Keir et al, 1993
augmenté Kuiper et al, 1994a

Facteursde croissance
Insuline-likegrowthfactor 1 (IGFl)
Insuline-likegrowthfactor 2 (IGF-2)

Elémentset minéraux
Nitrate
Cadmium
Calcium

Phosphore

EOD: formeprécocede la J'vIA, LOD: forme tardive de la MA

invariable
augmenté

diminué
diminué
diminué

diminué

Thamet al, 1993
Thamet al, 1993

Kuiper et al, 1994b
Basunet al, 1991
Basunet al, 1991
Subhashet al, 1991
Subhashet al, 1991

L'intérêt de l'étudede tous cesmarqueursest d'apporterdes informationsétiopathologiques

importantesconcernantla MA. Toutefois, ce qui ressort généralementde ces étudesest

l'absenced'uneconcordancefermeentreles différenteséquipespour certainsmarqueurs.Bien

que les différencesentre les groupesde maladeset les contrôlessoient significatives pour
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certainsmarqueurs,cesrésultatsne permettentpasde contribuerau diagnosticindividuel de la

MA en absenced'une spécificité et d'une sensibilité acceptables.A noter l'exemple de la

protéinetau qui sembleêtrediminuéedansle LCR despatientsatteintsde la MA. Cesrésultats

sontdémontrésparplusieurséquipesindépendantes(Rock et al, 1995;Jensenet al, 1995;Arai

et al, 1995;Munroe et al, 1995; Vigo et al, 1995; RosIeret al, 1996; Riemenschneideret al,

1997).Néanmoins,cesdiminutionsde la protéinetau dansle LCR ne sontpasspécifiquesde la

MA et peuventêtre rencontréesdansd'autresmaladiesneurologiqueschroniquesou aiguës,

commel'encéphalite,l'ischémiecérébrale,la dépression,le SIDA et les atteintesdesneurones

moteurs(Arai et al, 1995; Motter et al, 1995; RosIer et al, 1996). En revanche,pour le

diagnosticfutur, la protéinetau dansle LCR resteun marqueurprometteuren combinaison

avecd'autresmarqueurs.

Ainsi, l'approchepar la recherched'un seul marqueurne semble-t-ellepas être la meilleure

dansune optique de diagnosticet seule l'utilisation de plusieursmarqueurspeut permettre

d'atteindrecet objectif, comme cela a été montré très récemmentpar la combinaisonde la

protéine tau et de l' aspartateaminotransférase(Riemenschneideret al, 1997). Les auteurs

montrentque la combinaisonde ces deux marqueursaugmentela spécificitéd'un diagnostic

différentiel de la MA de 50% (avec la protéine tau seule) à 83% en utilisant les deux

marqueurs.
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1- Etude approfondie des variations physiologiques et pathologiques
de la concentration de l'apolipoprotéine E dans le liquide
céphalorachidien.

L'objectif de cettepartie du travail est d'évaluerl'intérêt de la mesurede la concentrationde

l'apoE dansle LCR et de songénotypagedansle diagnosticet la physiopathologiede la MA.

Nousavonsd'abordexaminél'évolutionde cetteconcentrationavecl'âge,facteurde risquele

plus important de la MA. Ensuite,nous avonscomparéles variationsde la concentrationde

l'apoEchezdespatientsatteintsde la MA parrapportà deuxgroupesde contrôles;un groupe

de sujets exempts de toute maladie neurologiqueet inflammatoire et le second groupe

composédepatientssouffrantde diversesatteintesneurologiqueset inflammatoiresautresque

laMA.

1.1- Matériels et méthodes

1.1.1-Patients

L'effet de l'âgesur la concentrationde l'apoEdansle LCR a étéétudiédansun groupetémoin

de 40 individus (18 hommes,22 femmes,moyenned'âge60,52± 16,56 ans, 26-89 ans) sans

symptômeou signeen faveur d'unepathologiedu systèmenerveuxcentralou périphériqueet

sansanomaliedansla compositioncytochimiquedu LCR (bilan de fièvre ou d'extensionde

lymphomes).

L'étude clinique de la concentrationde l'apoE comportait 116 LCR provenantde patients

atteintsde la MA (38), de sujetscontrôlesâgésexemptsde toute maladieneurologiqueou

inflammatoire(31) et depatientsatteintsd'autrespathologiesquela MA (47). Les échantillons

de LCR ont été obtenusparponctionlombaire,recueillisdansplusieursunitéshospitalièresde

neurologieou de géliatrieincluant le servicede MédecineB de CHU Nancy,neurochirugiede

l'hopital Saint-Julienet gérontologiedeMont SaintMal1in. Les informationsphysiologiqueset

cliniquessontexposéesdansle tableau4:



A.MERCHED DoctoratUHP Pharmacie-Nancy1994-1997 Travauxréalisés 54

Tableau4- Caractéristiquesprincipalesdespatients

Maladesd'Alzheimer Témoinssains Contrôlesneurologiques

n (M%IF%)

Age (ans)

MMS (Folsteinet ai, 1975)

38 (39/61)

75,4±9,9(1)

10,71±7,30

31 (39/ 61)

67,4±II,O*

>28

47 (53 /47)

64,3±13,O**

>28

* p< 0,05; **p<O, 01 par rapport au groupede!viA

Le diagnostic clinique de MA probable aété établi selon les critères NINCDS ADRDA

(National Institutesof Neurologicaland CommunicativeDisordersand Stroke - Alzheimer's

Disease and Related Disorders Association, McKhann et al, 1984). Seuls les patients

présentantun score MMS(Mini-Mental State,Folsteinet al, 1975)inférieur à 25 ont étéinclus

dansl'étude.

Le groupedes sujets«témoinssains»est composéde sujetsayantbénéficiéd'uneponction

lombairedansle cadredu bilan diagnostiqued'unefièvre ou d'extensiond'unlymphome.

Le groupe «contrôle neurologique» comporte des patients pOlteurs de pathologies

neurologiquesautresque la MA: 7 cas d'accidentvasculairecérébral(AVC) (70,4 ± 13,2

ans), 10 casd'atteintedu systèmenelveuxpériphérique(SNP) (58,4 ± 13,6 ans), 10 patients

avecuneméningoencéphalite(ME) (65,6 ± 12 ans) et 20 patientsavecune pathologiedisco­

vertébrale(CDV) (64,3 ± 12,9ans).

1.1.2-Analysesbiochimiqueset génétiques

Le LCR obtenupar ponction lombaire a été analysé(concentrationdesprotéines,teneuren

glucose,cytologie) et distribuéen aliquotsde 200 III dansl'azoteliquide. L'ADN descellules

nucléessanguinesa étéisolépar la techniquede Miller (Miller et al, 1988). Le génotypagede

l'apoE a été réalisé aprèsPCR spécifiquedes sites polymorphiquesde l'apoE et digestion

enzymatiqueparl'enzymeHhaI (Hixon et al, 1990).Le phénotypagedel'apoEa étéréalisésur

lesprotéinesdu LCR parélectrophorèsebidimensionnelle.



A.lvfERCHED DoctoratUHP Pharmacie-Nancy1994-1997 Travauxréalisés 55

11.2.1-Electrophorèsebidimensionnelle

Préparationde l'échantillon:SO III deLCR non concentrésontdénaturéspar l'ajout de 50lll

de la solution SDS-mix (contenant 2% de SDS (Biowhittaker, Paris, France), 5% de

mercaptoéthanol(Bio-Rad, Paris,France),et 10% de glycerol (Prolabo,Paris,France))et le

mélangeest chauffé à 9S0Cpendant3 minutes.Les protéinessont séparéespar la technique

d'électrophorèsebidimensionnelle(2D-PAGE) à l'aide du sytèmeISO-DALT (Andersonand

Anderson,1977),avecle protocolemodifié suivant:

L'isoélectrofocalisation(IEF) a été réaliséeavec le systèmeISO (Electro-Nuc1eonics,TN,

USA). La solutiondu gel d'IEF contientdanslS ml lesproduitssuivants:urée(Bio-Rad),8.25

g; ampholytes(PhannaciaILKB,Uppsala,Sweden),1.25 ml (SOOlll de Phannalyteà pH 3.S­

9.5, 300111 à pH 8-10.S, lS0lll à pH 2.5-5, �1�5�0�~�t�l à pH 5-7, �l�S�0�~�t�l à pH 4-6); acrylamide­

bisacrylamide(30%/1.8%),2 ml; et eaunanopure,S.71 ml. L'urée est dissoutemanuellement

en chauffantet en agitantla solution. Aprèsdégazagede la solution, lesproduitssuivantssont

ajoutés:0.3 ml du nonidetP-40(Sigma,ParisFrance),SO III de persulfated'ammonium(Bio­

Rad)à 10 % préparéextemporanément,et 7 III du TEMED (Bio-Rad).

Les tubescapillaires(diamètre: 1.5 mm, longueur: 18 cm) sont remplis de cettesolution et

laisséspendant2 heuresjusqu'àpolymérisation.Une étapede préfocalisationpendant2 à 3

heuresà 200 V estnécessaireavantl'IEF proprementdite qui se déroulependant17 heuresà

1200V suivies d'une heure à 1500V. Ces migrationsse font dansune solution basiquede

soude (lM) comme tampon cathodique,et une solution d'acide phosphorique(0.085%)

commetamponanodique.

Les gels capillairessont extraits et mis pendant5 à 10 min, dansun tampon d'équilibration

(l0% de glycérol, DTE (Dithioélythritol) à 6mM (Bio-Rad),2% de SDS,tris-baseà 0.125M,

et unepointede bleu de bromophénol,le pH estajustéà 6.8 avecde l'acidechloridriqueà 6N,

et la solutionestconservéeà 4°C). Alternativement,les gelscapillairespeuventêtre conservés

dansle tampond'équilibrationpendantplusieurssemainesà -20°C.

La 2èmedimension:les gelscapillairessontdéposésà la surfacedesgelsen plaque(système

DALT, Electro-Nuc1eonics,TN, USA) en gradient (10% à 20 %, T=10.0S%, C=2.5% et
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T=20.22%, C=2.5% respectivement).Afin d'éviter la coloration négative des protéineset

d'optimiserla reproductibilitéde la coloration,nousavonsajoutédansla compositiondu gel

de 2èmedimensiondu thiosulfatede sodiumà 5mM (Hochstrasseret al, 1988). La migration

se déroulependantenviron4 heuresà 400V pour 10 gels à la fois. Ensuite,les gels peuvent

être colorés au bleu de Coomassie,à l'argent (voir paragraphesuivant) ou préparéspour

autresanalyseset détectionsspécifiques(électrotransfertet immunodétections).

11.2.2-Coloration argentique

Nous avons adapté la coloration argentique décrite par Rabillou et ses collaborateurs

(Rabilloud, 1992),dont le protocolcompOltelesétapessuivantes:

Fixation des gels de la 2èmedimensionpendant4x30 minutesdansune solution contenant

10%d'acideacétiqueet 30% d'éthanol.

Sensibilisationpendantla nuit dansunesolutioncontenantdel'acétatede potassium(0,5 M),

du tétrathionatedepotassium(2,5 g/l), du glutaraldehyde(0,5%) et del'éthanol(20%).

Lavagede6x20 minutesavecdel'eaudistillée

Bain argentiquecontenantdu nitrated'argent(12 mM ou 0,2%), du formaldéhyde37% (600

).ll/l) et du selHEPEShémisodique(5 mM) pendant1 à 2 heureset rinçagede 5 à 15 secondes

àl'eau

Développement dans une solution contenant du carbonate de potassium (3%), du

fonnaldéhyde37% (250-300mlIl) et dupentahydratedethiosulfatede sodium(10%).

Arrêt du développementdansune solution contenantde l'acide acétique(2,5%) et du tris

(5%).

11.2.3-Mesurede la concentrationde l'apolipoprotéineE

La mesurede la concentrationde l'apoE dansle LCR a été réaliséepar une méthodeELISA

(GaEIE de LM Havekes,Leiden,Hollande)(voir publicationN°l) et vérifié indépendamment

par turbidimétlie (Daiichi Pure Chemical, Tokyo, Japon) en utilisant l'appareil CobasMira

(Roche,Neuilly-sur-Seine,France).
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L'évolution de l'apoEavecl'âgea étéétudiéepar régressionlinéaire. Le test de t a étéutilisé

afin de comparerles concentrationsprotéiquesmoyennesbrutesou ajustéesà l'âge et au sexe

entre les différents groupes.Les analysessur les sous-groupesde faibles effectifs ont été

réaliséespar la méthodenon-paramétriquedeKruskal-Wallis. Lesfréquencesalléliquesont été

comparéesen utilisant le test de X2
. Toutesles donnéesont été analyséesà l'aide du logiciel

statistiqueBMDP@(Los Angeles,USA).

J.2-RésuJats

1.2.1-La concentrationde l'apoEdansle LCR augmenteavecl'âge

L'analysede l'effet de l'âge a

montré une augmentation

significative (fig. 19) de la

concentrationde l'apoE dans

le LCR dessujetsindemnesde

toute maladie ou symptôme

psychiatrique (r 0,51;

p<0,005). Le rapport de cette

concentration au protéino­

arachie suit la mêmetendance

significative(r= 0,38;p<O,OI).

Ces évolutions ne sont

influencéesni par le sexeni par

le polymorphismede l'apoE.

1,8

1 r =0.51 •
�~ 1,6t p<O,OO5
�~ 1,4 ••el 1,2 + • •
...:l • • •1 •
�~ •
= 0,8 • • • • • • •
�~ .. • ••
::: 0,6 • • •
l'il •• • •g, 0,4 ••+.
�~ 0,2 • • • •

0
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Age (ans)

Fig. 19- Evolution de la concentrationde l'apoE dansle LCR
avec l'âge chez des sujets contrôles. Le coefficient de
corrélation(r) et sasignificativité(P) sontprésentés
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1.2.2-La concentrationde l'apoEdansle LCR augmenteavecla maladied'Alzheimer

Le tableau5 montre les caractéIistiquesdespatientset destémoinset contrôlesinclus dans

l'étude. Les patientsprésentantune MA sont plus âgésque les patientstémoins et que les

contrôlesneurologiques(p<O,OS%et 0,01% respectivement).

Avant ou aprèsajustementsurl'âgeet le sexe,la concentrationde l'apoEdansle LCR chezles

patientsprésentantune MA estplus élevéeque celle des contrôlesneurologiques(2,07±o,80

mg/l vs 1,S7±0,67mg/l, p<O,Ol), qui ont uneconcentrationd'apoEplus élevéequelestémoins

sains (0,8S±o,4m1I1 p<O,OOOl (Fig. 20). Utilisant le rappOli apoE/protéinorachietotale du

LCR, nous n'avons observéune différence significative qu'entre le groupe Alzheimer et

témoinssains.

4 T ô
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3,:! ô ..
�~�ô ..
ô--
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ô
�~
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�~�;�I�t�.'-"
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U 2 �~....
�~ �<�>�~ f-�~ 1,5

�ô�~ 0- �~
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�~ �~
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..�~
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l:l. �~

�~ 0
�~

MA Contrôles AP

Fig. 20- concentrationde l'apoE dans le LCR des groupesétudiés.
MA : maladied'Alzheimer,AP : autrespathologies.
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1.2.3-La concentrationde l'apoEdansle LCR varie avecla naturedesatteintesdu SNC

En sous-groupantles patientsprésentantune atteinteneurologiqueen fonction du type de

pathologie(Fig. 21), nous avons observédes concentrationscomparableschez les témoins

sainset les sujetsprésentantun accidentvasculairecérébral(AVC) et chez les MA et les

patientsprésentantdes atteintessu systèmeneuronalpériphérique(SNP), des pathologies

discovertébrales(CDV) ou uneméningoencéphalites(ME). LesgroupesSNP,CDV et ME ont

des concentrationssignificativementplus élevéesen apoE dansle LCR que les patientsdu

groupetémoinssains(p<ü,ü5;tableau5).

Tableau5- Concentrationsmoyennesde l'apoEdansdeLCR de différentsgroupesdepathologies.

MA Contrôles AVC SNP CDV ME

n 38 31 7 10 20 10

[apoE] dansle 2.07±0.80 0.80±0.34 1.08±0,34 1.55±0.51 1.66±0.76 1.76±0.70
LCR (mgll)

(p<O.OS)

MA: maladie d'Alzheimer, AVC: accidents vasculairescérébraux, SNP: atteintes du système nerveux
périphérique,1v1E: méningoencéphalites,CDV: pathologies discovertébrales.Les barres représententdes
différencessignificativesentrelesgroupes.* moyenne±SD
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• AD(n=38) .4 CIR(3!) f,. A VC(7) 0 ME(1O) li( CDV(20) 0 SNP(lO)

Fig. 22- Analysede la spécificitéde la variation de la concentrationde
l'apoE. Abbréviations: idemtableau5.
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1.2.4-Effet du polymorphismede l'apoEsursaconcentrationdansle LCR

*p<O. Dl (1 = Il,884), différenceentre le groupedelviA et les
contrôles

Tableau6- Fréquencesalléliquede l'apoE chezles malades
alzheimérienset lessujetscontrôles

Fig. 23- Variation de la concentrationde l'apoE dansle LCR
des patients MA et des contrôles en fonction des groupes
alléliques d'apoE. Le nombre de patients par groupe est
présenté.

D Contrôles• Al2heirrer

�~ 4ë 3,5
'-" 3
�~ 2,5
U 2
�~
�~ 1,5
"-' 1=e'I: 0,5

�~ °o
�~

�~

GroupeMA * GroupeContrôle*
n 37 25

ApoE4 35% 9,4%

ApoE3 59% 75%

ApoE2 6% 15,6%

Nos résultats concernant la

observations préalables (Lucotte

et al, 1993,voir Siestet al, 1996).

Nous avons rassemblé les

patients en trois groupes

alléliques groupe c2 (génotype

c2c2 c2c3), groupe c3

(génotype E3E3) et groupe E4

(génotype c3E4, E4s4). Les

patientsprésentantle phénotype

c2E4 ont été exclus. Le

fréquence de l'allèle E4 dans le

groupe Alzheimer (Tableau 6)

sont en accord avec les

polymorphismede l'apoEn'agit

pas sur la concentration de

l'apoE dansle LCR du groupe

témoins sains. Dans le groupe

Alzheimer, les concentrations

d'apoE semblentprésenterune

diminution en fonction du

groupe allélique (E4<E3<E2)

(p=O,068;Fig. 23).

Le 11Îveaude l'apoEdansle LCR despatientsMA pour chaquegroupeallélique estplus élevé

que dans les groupesalléliques respectifsdes témoins sains. Toutefois, La concentration

d'apoEdansle LCR nevariepasenfonction du nombred'allèlesE4 (résultatsnonmontrés).
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/.3- Discussion et conclusion

A notre connaissance,nos résultatsconcernantl'augmentationde la concentrationde l'apoE

avecl'âgedansunepopulationcomportantdessujetsâgés,sont les premièresdécritesdansla

littérature.Etant donnéquele passagede l'apoEà traversla barrièrehématoencéphaliqueest

très limité (Martel et al, 1997), ce résultatest en faveur d'une augmentationde la synthèse

locale pouvant refléter la dégénérescenceneuronale physiologique liée à l'âge.

Alternativement,une anomaliedansle métabolismedes lipoprotéinescontenantl'apoE n'est

pasexclue.Toutefois,d'aprèsla littératurede la MA, leslésionsneuronalessemblentcoïncider

avecune augmentationde synthèsed'apoEdansle cerveau,probablementafin d'induire une

synaptogenèseactiveet compensatrice(Diedrichet al, 1991;Yamadaet al, 1995).

Cette information est importante pour plusieurs raisons. D'une part, du point de vue

physiologique,cesdonnéesdécriventl'augmentationde la concentrationd'uneprotéinedans

l'environnementdu SNC avecle vieillissement,facteurde risquele plus importantde la MA.

Cetteprotéinesetrouve dansles dépôtsamyloïdesdu cerveaudespatientsatteintsde la MA.

D'autrepart, sur le plan méthodologique,cesrésultatsmettenten évidencel'importancede

tenir compte de l'âge comme variable concomitantedans les études épidémiologiqueset

cliniquesqui sontnombreusesdansce domaine.

La fréquencede l'allèle 04 dansla MA estcomparableàla plupartdesétudesrécentes(Poirier

et al, 1993; Kuusisto et al, 1994; Yoshizawaet al, 1994; voir revue Siest et al, 1995). La

concentrationélevée de l'apoE dans le LCR des patients MA trouvée dans notre étude

confirme l'augmentationde la concentrationde l'ARNm codantpour l'apoE dansle celveau

despatientsMA par rapport aux témoins(Diedrich et al, 1991; Yamadaet al, 1995). Nous

confirmons la présence de concentrationsélevées d'apoE dans le LCR des patients

neurologiquescomparésauxpatientstémoins (Carlssonet al, 1991)(Tableau7).
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Tableau 7- Résumédesrésultatspubliésconcernantla concentrationde l'apoEdansle LCR

Méthodes MA Contrôles Autrespathologies

Rifai et al (1987) Immunoturbidimétrie ND 1,4± 0,5 1,63± 0,6 a

(n=26) (n=33)

Carlssonet al (1991) ELISA ND 5,9± 1,6 7,4 ± 3,1 **
(n=64) (n=483)

Pirtila et al (1994c) ELISA 4,93± 2,2* 5,58± 1,7 (n=71)
(n=69)

Blennowet al (1994b) ELISA 1,5 ± 1,2*** 5,0 ± 2,7 3,1 ± 1,5 b *
(n=11) (n=10) (n=10)

Gaillardet al (1995) TR-IFMA t ND 5,5 ± 1,1 3,4± 2,3 a **
(n=10) (n=29)

Rosieret al (1996) ELISA 1,49± 0,07 1,68± 0,14 1,60± 0,11
(n=16) (n=10) (n=20)

Lefrancet al (1996) ELISA 3,65± 1,52 4,16± 2,24 3,44± 1,33
(n=49) (n=18) (n=55)

Hahneet al (1997) immuno-révélation �~ 7,0 (n=14) 7,0 ± 2,4 ND
(n=12)

Nos résultats ELISA 2,07± 0,80*** 0,80± 0,34 l,57 ± 0,67***
(n=38) (n=31) (n=47)

Lindh et al (1997) ELISA 4,66± 1,96*** 1,92±1,49 5,76± 2,93c ***
(n=18) (n=27) (n=9)

5,90±1,94** 4.16± 1.69

Songet al (1997) ELISA
LüAD (n=15) (n=23)

2,65± 1,69 * idem
EüAD (n=l1)

a patientsatteintsd'unesclérosismultiple,b démencedu lobefrontal, b autrestypesde démence
t immunojluorimetriepar tempsretardé, * p<O. 05, ** p<O. Dl, *** p<O. 001 par rapport auxcontrôles
ND: non déterminé,LüAD : MA à débuttardif, EüAD : MA à débutprécoce

Nos résultatscorroborentcerta:inesétudesqui ont montréune augmentationde la production

d'apoEaprèsunealtérationneuronale(Mahley, 1988;Ponieret al, 1993).

Certa:inesétudes(Blennow et al, 1994b; Pirtilla et al, 1994c; Lehtimaki et al, 1995) ont

observéque la concentrationd'apoEdansle LCR est plus faible chez les patientsMA par

rapportauxcontrôles.Une étudeplusrécente(RosIeret al, 1996)n'apasmontréde différence

(Tableau 7). Ces discordances sont probablement imputables à des différences
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méthodologiques(Tableau7), en particulier des critères de sélectiondes patientscontrôles

et/ou par l'hétérogénéitédes patientsdu groupeAlzheimer. Une erreur quant aux dosages

semblepouvoir êtreéliminéeparnotreétudepuisquenosrésultatsparméthodeELISA ont été

confirmésparuneméthodeimmunoturbidimétrique.Lessujetscontrôlesdesautresétudessont

différents de ceux de notre étude (céphalées,syndromescervicaux, migraines, désordres

psychosomatiques,polyneuropathie, maladie de Parkinson, tumeur cérébrale, infarctus

cérébral)et aucuneanalysespécifiquepour chaquesous-groupen'a étéréalisée(Lehtimaki et

al, 1995).

Notre groupede patientsatteintsde la MA comportemoins de patientsprésentantl'allèle l'A

que le groupe de Lehtimaki (0,35 vs 0,55), or nos résultatsmontrent une tendanceà la

diminution des concentrationsd'apoEchez les patientsAlzheimer présentantl'allèle E4. La

concentrationélevéede l'apoE en casde MA ou d'autrespathologiestelles qu'uneME, une

SNP ou des CDV pourrait refléter un état inflammatoire et/ou l'altération neuronale

commun(e)à ces pathologies.La concentrationélevée d'apoE trouvée égalementdans le

plasmadespatientsprésentantdesCDV et une SNP (VanderPuttenet al, 1993; Ikeda et al,

1993; Cameron et al, 1995) est corrélée à l'état inflammatoire chronique et/ou à la

régénérationnelveusechezcespatients.

Après la publicationde cesrésultats,deuxpublicationsont confirménos résultats(SongH et

al, 1997;Lindh et al, 1997) en apportantdeux infonnationscomplémentairesimportantes.La

concentrationdel'apoEdansle LCR estnon seulementplus importantepar rapportà celle des

sujetscontrôlesmais, deplus, elle augmenteavecl'avancementet le stadede la maladie(Lindh

et al, 1997).D'autrepart, cetteconcentrationestplus élevéedansla fonne tardive de la MA

maisplus bassedansla fonne précocepar rapportà celle du groupecontrôle(SongH et al,

1997).

A la lumière de toutescesdonnées,nousproposonsplusieurshypothèsesafin d'expliquerles

divergencesentreles différentesétudesdont lesrésultatspourraientdépendrede :

1- La nature du groupe contrôle, vu les valeurs élevées obtenuesavec les maladies

neurologiqueset inflammatoires(Merchedet al, 1996;Carlssonet al, 1991).

2- Le stadede la MA, étantdonnél'augmentationde la concentrationde l'apoE à desstades

plustardifs (Lindh et al, 1997).

3- La nature(précoceou tardive) de la MA, sachantque l'on obselveune augmentationde

l'apoEenprésenced'unefonnetardive et unediminution enprésenced'unefonneprécoce

dela MA (SongH et al, 1997).
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4- Le polymorphismegénétiquede l'apoE despatientsqui pourrait influencerdirectementou

indirectementla gravitéde la maladie(Merchedet al, 1996).

5- L'âgedespatientsqui poun·aitinfluencerla concentrationde l'apoE dansle LCR (Blain et

al, 1997).

Sur la basedestravaux concernantl'effet de l'apoE sur la régénérationdu nerfpériphérique

(Handelmannet al, 1992; Poirier et al, 1993), nous proposonsl'hypothèseselon laquelle

l'apoEpounaitêtre un marqueurdeslésionsneuronalesou d'un processusinflammatoiredu

systèmenerveuxcentralet un élémentprotecteurcontrela progressiondeslésionsneuronales

qui apparaissentlors de différentespathologiesdu systèmenerveuxcentral.Ce rôle protecteur,

via la redistribution locale des lipides provenantde la destructiondes neurones,dépendrait

d'un certainnombrede récepteursspécifiquestels queles récepteursLDLR, VLDLR ou LRP

(Rebecket al, 1993; Tooyamaet al, 1993; ükuîzumi et al, 1995). Par ailleurs, nous avons

montré in vivo qu'en plus du génotypede l'apoE, le contenu en apoE du VLDL est un

déterminantimportantdespropriétésde liaison auxrécepteursdu VLDL (Bohnetet �a�~ 1996).

Le lien étroit qui unit l'allèle E4 (Rebeecket al, 1993;Schmechelet al, 1993)et la MA pounait

être expliqué par la faible capacitéde l'allèle E4 à régénérerou stabiliser les neurones.La

tendanceà la diminution de la concentrationd'apoEchezlespatientsprésentantl'allèle E4 par

rappOlt à ceuxprésentantles allèlesc2 ou c3 pounaitêtre secondaireà une accumulationde

cet allèle dans les plaquesséniles. Ce phénomènepounait être expliqué par une meilleure

capacitéde liaison à l'AI3 ou auLRP del'allèle E4.

En conclusion,notreétuderévèleuneaugmentationde la concentrationde l'apoEdansle LCR

avecla MA et d'autrespathologiesneurologiquessuggérantquel'apoEpounaitêtrele témoin

d'uneréactioninflammatoirelocale. Cetteétudesoulignel'importancedescritèresde sélection

des sujets sains et de l'âge des patients dans l'analyse des concentrationsde l'apoE. Ces

résultatsnouspermettentdeproposerl'hypothèsequel'apoEjoueun rôle importanten casde

lésionneuronaledansla synaptogénèsecompensatrice.
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11- Association de l'apolipoprotéine E à l'apolipoprotéine D, la
transthyrétine et l'actine dans le liquide céphalorachidien.

Il.1- Introduction

En parallèleà l'apoE, nous avonsétudiétrois protéines:la TTR, l'apoD et l'actine, dont le

choix estjustifié par leurspropriétésphysicochimiquessouventpeu exploitéesdansl'étiologie

de la MA. ils s'agitnotammentdel'affinité et de la séquestrationpossibledu peptide�A�~ par la

TTR dansle milieu extracellulaire(Schwarzmanet al, 1994),de l'importancede l'apoD dansla

régénérationet la réparationneuronale(Boyles et al, 1990) et de la place de l'actine comme

composantmajeurdu cytosquelettequi pourraientinteragiravecl'apoE(Fleminget al, 1996).

Dansdeséchantillonsde LCR, nousavonsdonc examinéles variationsde la concentrationde

l'apoE aveccelle de la TTR, de l'apoD et de l'actine. Nous avonsétudiéleur état d'équilibre

et/ou d'interaction dans ce compartimenten relation avec la MA et en parallèle avec le

polymorphismede l'apoE, le statut mental et les donnéesde l'histopathologieclinique du

celveau.

Il.2- Population et méthodes

Les apoD et E ont étémesuréesdanslesLCR prélevésparponctionlombairechez41 patients

atteints d'une MA probableselon les cIitères NINCDS-ADRDA, 11 individus n'ayantpas

d'atteintesneurologiques(contrôles), 39 patients ayant diverses atteintes neurologiques

péIiphéIiqueset inflammatoires (maladiescérébrovasculaires,atteintesde neuronesmoteurset

méningoencephalites).

Les relationsde la TTR et de l'apoE avecles plaquessénileset l'actine a été réaliséedansle

cadre d'une étude indépendantechez des groupesde patientsen post mortem incluant 20

patientsayantuneMA confirméesur le plan anatomopathologiqueet 10 patientsavecdiverses

atteintesneurologiqueset inflammatoiresinflammatoires(cinq patientsatteints de maladies

cerebrovasculairessans démence,3 atteints de démencesmixtes, 2 atteints de maladies

discovertébrales).Une déterminationsemi-quantitativede l'abondancedesplaquessénilesa été

réaliséeà l'aide d'lm anticorpsmonoclonal�a�n�t�i�-�A�~ (Dako) (Serotet al, 1994) au niveaudes
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lobestemporal,frontal, paliétal et de l'hippocampe(CAl). L'abondancedesplaquessénilesa

étéclasséeenmodérée(+) , abondante(++) et trèsabondante(+++).

Les deuxapolipoprotéinesont étémesuréesà l'aide destechniquesELISA classiquesdécrites

précédemment(Camatoet al, 1989 ; Merchedet al, 1997),la TTR par immunonéphélométlieà

l'aide du systèmeArrayTM (Beckman).L'étudede l'actine a été réaliséeaprèsséparationdes

protéines du LCR par électrophorèsebidimensionnelleselon les protocol modifié déclit

précédemment(voir § 1.1.2.1).La quantificationde l'actinea étéréaliséeselonuneprocédure

qui combineles mesuresdensitométliquesà l'analyseautomatiquequi se résumede la façon

suivante:aprèsséparationdesprotéinesdu LCR, les gels (18x16xO,15cm) ont étédigititalisés

à l'aide d'un scannerlaserAgfa 800® caractélisépar 1024 niveaux de gris, une gammede

densité optique entre 0 et 3,2 et une résolution spatiale de 250 �~�m�. Les donnéesde

digitalisation ont été analyséespar une station de travail SUN à l'aide du programme

HERMeS, programmedeveloppépar Tarroux et Vincens (1987) incluant toutes les étapes

d'analysesnécessairesaux étudescomplètesdes gels (acquisition de l'image, débruitage,

détectiondesspots,appaliementmultiple interactifet analysedesdonnées).

La concentration en TTR des échantillons de LCR a été calculé par des mesures

néphélométliquesdéclitesprécédemment.La calibrationa été réaliséegrâceau contenu des

échantillonsen TTR. Après calibration et afin d'éviter les valiations dues à la coloration

argentiqueet à la détection,nousavonsétudiésles corrélationentreles spotsd'actineet les

spots de TTR à l'intélieur des mêmes gels. De cette façon la standardisationétait

essentiellementintemedanschaquegel. Lesvaleursde calcul quantitatived'actineet de TTR

dansleséchantillonsdeLCR représententla moyennede deuxou plusieursrépétitions.

Le polymorphismegénétiquedel'apoEa étédéterminépar électrophorèsebidimensionnelleou

parPCRàl'aidedela techniquedeHixson et Vetnier (1990).
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1/.3- Résutats et discussion

ll.3.1- ApoE, ApoD et réparation neuronale

Nousavonsd'abordétudiél'ApoD dont l'expressionest stimuléecommecelle de l'apoEdans

les conditions de lésions expérimentalesdu tissu périphérique(Boyles et al, 1990). Nos

résultatsmontrentque,parallèlementàla concentrationde l'apoEdansle LCR, celle de l'apoD

augmentede façon considérablechezlespatientsatteintsde la MA maisaussichezlespatients

atteint d'autres pathologies(patients «neurologiques») par rapport au groupe contrôle

(4,23±1.58et 3,29±1,35vs 1,15±O,70mg/l, avecdansles deux casP<0,0001) (Fig 24). De

même,une augmentationde la concentrationde l'apoE, bien que moins marquéeque celle

l'apoD, aétéobservéechezlespatientsMA et chezlespatients«neurologiques»(P<0,001 et

P<0,05, respectivement)(Fig 24A).
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Fig. 24- Variation dela concentrationdes Apo D et E dansle LCR despatients
atteintsde la maladied'Alzheimer(MA), des contrôleset despatientsatteints
d'autrespathologiesneurologiqueset inflammatoiresquela MA (AP) (A). Les
bars représententles moyennes± SEM. * p<O.OS,** : p<O.Ol, *** : p<O.OOS,
****p<O.OOl . (B) Distribution de la concentrationde l'apoD dans les 3
groupespar rapportà la valeurde cut offde2mglI.

Nous avonspris une valeur limite de 2mg/l d'apoD d'aprèsles distributionsde ce paramètre

dans le LCR (Fig 24B) et évalué les critères de diagnostic de ce marqueur. Bien que

l'augmentationde l'apoD dansle LCR n'estpasspécifiquede la MA, nous avonstrouvé Wle

sensibilitéde 95% et une spécificitéde 91%. Cesvaleurssont de 93% et 91% en considérant

l'ensemble desmaladiesdégénérativeset inflammatoiresincluant la MA. li est évident qu'il

faut tenir comptedu faible nombrede sujetscontrôles.
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De plus, la concentrationde l'apoD estpositivementconéléeavecla dosede l'allèle ApoE-E4

(p<O.OO1) (Fig. 25). L'âgeet le sexen'affectentpasla concentrationdesapoD et E, ni dansle

LCR despatientsatteintsde la MA, ni chezles contrôles.Les concentrationsdesapoDet E ne

sontpasliéesau scoreMMS et nevarientdoncpas avecla sévéritéde la MA.
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Fig. 25- Variation de la concentrationde l'ApoD (A) et l'ApoE (B)
dans le LCR des patientsen fonction du nombred'allèle 84. ***:
p<ü.üü5,****p<ü.üül .

L'augmentationdesapoDet E sembleêtreliée auxcaractèrescommunsdela MA et desautres

pathologies neurologiques et inflammatoires, probablement en réaction aux dommages

cellulaires. Cesrésultatssont en faveur d'un rôle de coordinationdesdeuxprotéinesdansla

réparationet la régénérationneuronale.Etant donnél'appartenancede l'apoD à la famille des

lipocalines, elle pourrait assurerle transportde ligand(s) hydophobe(s)essentiel(s)dans les
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situationspathologiquesou alternativementl'élimination de substance(s) neurotoxique(s). La

corrélationpositive entre la concentrationde l'apoD dans le LCR et la dose de l'allèle l'A

souligneune interactionprobablementde naturemétaboliqueentre les deux marqueurs.En

effet, les apo D et E font partie d'au moins d'unepopulationde lipoprotéinesdansle LCR

(Borghini et al, 1995)qui pourrait êtreréguléeparun turn-overdifférent suivantla naturede

l'isoforme de l'apoE. L'absencede corrélationentre l'apoE et la dosede l'allèle lA pourrait

être due à l'appartenancede l'apoE à plus d'unepopulationde lipoprotéinesde régulation

différente(Borghini et �a�~ 1995).
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ll.3.2- ApoE, transthyrétineet formation desplaquesséniles

Par ailleurs, afin de mieux comprendre

le processusde dépôtsde 1'amyloïde13

dansles plaquesséniles(PS) au niveau

du cerveaudespatientssouffrant de la

MA, nous avonsétudié la contribution

potentiellede deuxprotéinesayantune

affinité pour 1'AI3 : l'ApoE et la TTR.

Nous avons mesuréleur concentration

dans le LCR postmortem en tenant

compte de l'abondance des dépôts

amyloïdes estimée par des études

immunohistochimiquesdu cerveaudes

mêmespatients et en sachantque les

résultatspeuventvarier en fonction des

observateurs(Duyckaertset al, 1990).

Nos résultats montrent que la

concentrationde la TTR, contrairement

à celle de l'ApoE, estplusfaible dansle

LCR despatientsatteintsde la MA par

rappolt aux patients ayant ou non

d'autres pathologies neurologiques

(22.21±1.41 vs 36.52±4.12 mg/l ±

SEM, p<O.Ol) (Fig 26).
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Fig. 26- Concentrationde la transthyrétineet de
l'apoE dans le LCR intraventriculaire des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer
(MA) et d'autrespathologiesneurologiqueset
inflammatoires(contrôles).

Cettediminution de la concentrationde la TTR corrfirme les résultatsrécentsde Serotet ses

collaborateurs(1997b) obtenusavecle LCR prélevépar ponctionlombaire chez despatients

ayant la MA. Néanmoins,les résultatsde 1'apoEici sont différents de ceux décrits dans le

chapitreprécédentavec le LCR prélevépar ponction lombaire (cf § 1.2.2) où nous avons
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constatélille augmentationsignificative avecla MA. Cesdivergencespeuvents'expliquerpar

le fait qu'enpostmortem,où le stadede la MA est terminal, la mesurede la concentrationde

l'apoE n'est qU'lille sous-estimationde la productioncérébralependantla progressionde la

MA et ce enraisonde la mort cellulaireexcessiveconcernantles sujetsenpostmortem.

Une seuleéquipea étudiéla concentrationde l'apoEdansles situtationspostmortem(RosIer

et al, 1996)et trouvélesmêmesrésultatsquelesnôtres.

La concentrationde la TTR est égalementnégativementcorréléeà l'abondancedesplaques

séniles(p<û.û1) (Fig 27). Tandisquele nombrede plaquessénilesaugmentesignificativement

avecle nombred'allèle!CA (p<û.û5).La TTR et l'apoEsemblentavoir deseffetsopposésdans

la formation des plaquesséniles. Leur affinité pour le peptide �A�~ suggèrelille relation de

compétition entre les deux protéines, avec lill rôle protecteur de la TTR et lill effet

amyloïdogéniquede l'apoE4.
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Fig, 27- Relationentreles concentrationsmoyennesde l'apoE et la
TTR dans le LCR intraventriculaireet l'abondancedes plaques
sénilesdansle cerveaudesmêmespatients.La fréquencede l'allèle
84 estprésentée.(+) abondancemoyenne,(++) abondant,(+++) très
abondant.*p<O.OS.



A. MERCHED DoctoratUHP Pharmacie-Nancy1994-1997 Travauxréalisés 74

relation avec la dose de l'allèle 04 (p<0.05) (Fig. 29) Ces résultatssuggèrentque l'apoE4

pourraitmoduleret régulerla plasticitédu cytosquelettevia desinteractionsdirectesavecles

composantsdu cytosquelette.

2,5 -,--------------------,

sans
allèle E 4

un
allèle E 4

deux
allèle E 4

Fig. 29- Variation de la quantité d'actine dans le LCR
intraventriculairedes patientsatteints de la MA en fonction
du nombred'allèle84. *P<0,05.

La corrélationentrelesintensitésdesspotsd'actineet la concentrationde la TTR dansle LCR

montreune évolutionpositivepour tous les patientsincluant les patientscontrôles(r = 0,54,

P=0,0088, n=21, Fig 30). La corrélationrestesignificative en tenant compteseulementdes

patientsatteints de la MA (r=0,60 ; P= 0,019; n=14), tandis que celle avec le groupe des

patientscontrôlesn'estpassignificative(r=0,46;P=0,25; n=7).

La comparaisondesmoyennesd'actineentrelespatientsMA et les et lespatientscontrôlesne

montrepasde différenceentreles deux groupes(1,43 ± 0,23mg/l, n=14 vs 1,41 ± 0,28mg/l

n=7, P=0,94). Nous attribuonscela aux dommagesneuronauximportantsdansles deux cas,

liés aussibien àla MA qu'auxautresmaladiesneurodégénératives.
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Fig. 30- Corrélationentrela concentrationde la TTR et la quantitéd'actinedansle
LCR. Le coefficientdecorrélationde SpeaImandetous les patientsestde r = 0,54,
P=O,0088.Les cerclespleinscorrespondauxpatientsatteintsde la MA (r=O,60 ; P=
0,019;n=14), les carrésauxpatientscontrôles(r= 0,46;P=0.25; n=7).

La relationentrel'actineet la TTR pounaitêtrela conséquencedu rôle de cettedernièredans

le transportde la thyroxine. En effet, cettehormonesembleréguler in vitro la polymérisation

de l'actine dans les cultures d'astrocytes(Siegrist-Kraiser et al, 1990) en favorisant la

formation de la structure filamenteuse de l'actine (F-actine) au dépend de la forme

monomériquesoluble (G-actine).La diminution de la concentrationcéphalorachidiennede la

TTR dansla MA peutêtresecondaireàunediminutionde sasynthèsedanslesplexuschoroïde

(Serotet al, 1994;Seratet al, 1997a)maiségalementla c(:mséquenced'un tum over ou d'une

absorptionrapidepar les cellulesdu systèmenerveux. On peutnoter que l'affinité de la TTR

vis-à-visde sesrécepteurscellulairesaugmentesi elle estprésentesoussa forme complexéeà

la thyroxine(Divino andSchussler,1990a)et quela thyroxinefavorisela fOlmation de l'actine

filamenteuse.La conséquencedel'absorptiondescomplexesTTR-thyroxinepounaitêtredonc

le déplacementde l'équilibrede l'actineen faveurde saforme filamenteuse.
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En résumé,l'ensemblede cesrésultatssuggèrentleshypothèsessuivantes:

(i) la présencede l'allèle E4 et la diminution de la concentrationde la TTR sont les conditions

les plus favorablesà la formation desplaquesséniles.Cesfonctionspounaientêtre duesà un

mécanismede compétitionentreles deuxfacteursvis-àvis du peptide�A�~ ou à uneimplication

dansle métabolismeanormalde cepeptide,

(ii) les deux apolipoprotéinesD et E sont importantesdansles maladiesneurodégénératives

telle quela MA, probablementauniveaude la remobilisationdu cholestérolet de la réparation

neuronale.Toutefois,la présencedel'allèle E4 sembleinhiber ou ralentir cetteremobilisationet

pounaitcompromettreparconséquencela régénérationcellulaire,

(hi) l'apoE semble intervenir activement au niveau de la biochimie du cytosquelette.

L'isoformeE4 pounaitavoir une contributionnégativeà la stabilité du cytosqueletteà travers

l'actine,

(iv) la TTR pounait avoir des fonctions de régulation du cytosque1etteet l'actine pounait

servir commemarqueurde ce dernier dansla MA. La polyméIisationde l'actine sembleêtre

négativementrégulée par l'apoE4 et positivementpar la TTR. Cette régulation pounait

s'exercerdemanièredirecteou indirecte.

L'ensemblede nos résultatsmontrent que l'apolipoprotéineE4 pounait être impliquée dans

uneou plusieursvoiesde corégulationparticulière(s) mettantenjeu l'apoD, la TTR, l'actineet

probablementd'autresfacteursdansun processusphysiopathologiquespécifiquedela MA.
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111- Etude de gènes candidats du métabolisme lipidique dans la
maladie d'Alzheimer: les apolipoprotéines AI et AIV

11/.1- Introduction

Bien quel'allèle l:A del'apoEsoit le facteurde11squegénétiquele plus impOltantde la MA, sa

présencene sembleni nécessaireni suffisantepour développerla MA. D'autresfacteursde

risquegénétiquesou anomaliesmétaboliquespounaientêtre impliqués dansl'étiologie cette

maladie. Nous avons étudié deux apolipoprotéinestrès importantesdans le métabolisme

lipidique: l'apoAl, et l'apoAIV. En effet, la premièreest majoritairementprésentedansles

HDL, lipoprotéines anti-athérogènes,et est un activateur de la LCAT, enzyme clé du

métabolismelipidique. La secondepossèdedesfonctionsmajeuresdansle transportreversedu

cholestérol,un processuségalementanti-athérogène.

L'objectif de cette étudeest de proposerun despolymorphismesde l'apoAIV localisé dans

codon 360, développéau laboratoire(Zaiou et al, 1992), comme facteur de risque ou de

protection de la MA. Les conséquencesde ce polymorphismesur les propriétésphysico­

chimiquesde la protéinesont importanteset bien caractérisées(Weinberget al, 1990). Les

résultatssontrapportéscommeréponseà la publicationrécentede Cszaret al, (1997) qui ont

montré une associationentre le polymorphisme au niveau de ce codon et la maladie

d'Alzheimer. En outre, nous avons évalué la concentrationplasmatiquede l'apoAI comme

marqueurbiochimique de cette maladie. En parallèle, nous avons examiné l'effet de ces

variations génétiqueset biochimiques sur le métabolisme lipidique et en fonction du

polymorphismede l'apoE.

11/.2- Population et méthodes

Les fréquencesalléliques de l'apoAIV et de l'apoE ont été dételminéeschez 120 patients

atteints d'une MA probableselon les critèresNINCDS-ADRDA (33 hommes,87 femmes,

moyenned'âge77,87±o,79ans,46-94 ans), 119 sujetsâgésprésuméssains,pour la plupaIt

desvisiteursdu Centrede MédecinePréventivede Nancy(59 hommes,60 femmes,moyenne
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d'âge70,68±o,61ans,58-89ans)et 33 patientsayantdiversesformesde démenceautrequela

MA (8 hommes,25 femmes,moyenned'âge83,88±1,00ans,70-95ans).

Les fréquencesalléliquesde l'apoAV (codon360) chezcesgroupesont été comparésà celle

d'unepopulationtémoins comportant264 de sujets témoins caucasiens(131 hommes, 133

femmes, moyenne d'âge 39,00±9.69 ans; 20-60 ans), et préalablementdécrite dans la

littérature(Visvikis et al, 1989).

Le polymorphismegénétiquede l'apoAN au codon 360 a été déterminéà l'aide d'une

technique de PCR utilisant une amorce bispécifique (voir tableau 8) établie dans notre

laboratoire(Zaïou et al, 1992). Le polymorphismede l'apoE a été identifié selonla technique

deHixon et Vernier (1988).

Tableau 8-lesamorcesutiliséespour l'amplification deszonespolymorphesdesgènesd'apoEet AIV

Régionspolymorphesamplifiéespar
PCR

ApoE
région(112 - 152)

amorce5'
amorce3'

ApoAIV
codon360

amorce5'
amorce3'

Séquencedesamorces

5'ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC 3'

5'TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA3'

5'CGG GTG GAG CCC TAC GGG GA 3'

5' G CTC CTG CTG CTGCTC CAG C 3'

Le sanga été prélevéchezles sujetsà jeun depuisau moins 12 heures.Le cholestéroltotal

plasmatiqueet les triglycéridesont étémesuréspar la méthodeenzymatiquestandard(Merck,

Darmstadt, Allemagne), en utilisant l'appareil AU5000 (Olympus, Tokyo, Japan). Les

concentrationsplasmatiquesdes apoAI et B ont été déterminéespar immunonéphélométrieà

l'aide de l'appareilBelning Nephe10meterAnalyser,enutilisant lesréactifsde Behring(Rueil­

Malmaison,France),le cholestéroldesHDL a étémesuréenutilisant les réactifsde Behringer

(Mannheim, Allemagne) à l'aide de l'appareil COBAS MIRA (Roche Diagnostics-System,

Neuilly-sur-Seine,France).

Les étudesimmunohistochimiquesde l'apoAI et d'autresprotéinesont étéréaliséescheztrois

patientsatteintsde la MA confirméeà l'autopsie.Les marquagesont étéfaitespar flurescence

sur coupessériéesen utilisant les anticorpsmonoclonauxsuivant: �a�n�t�i�-�A�~ humain (DAKO,
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La fréquencedu polymorphismede l'apoEconoborenosprécédentsrésultatsobtenusdansla

populationlorraine, de mêmepour lespatientsatteintsde la MA (Lucotte et al, 1993;Siestet

al, 1996).

ID.3.2- La distributiondesallèlesde l'apoAIV (360:His)n'estpasinfluencéepar l'allèle
84

Nous avonsdonc analysénos résultatsen fonction du polymorphismede l'apoE, en relation

avec la présenceou non de l'allèle 84 (Tableau10). Les sujetspossédantou non l'allèle 84

présententla mêmedistributionalléliquede l'apoAIV. De plus dansle groupedeMA, le score

mentall\1MS(Folstein et al, 1975) n'était pas influencépar le polymorphismede l'apoAIV

(résultatsnonprésentés).

Table10- Distribution alléliquede l'apoAIV (condon360)en relationavecl'allèle 84.

Avec 1 ou 2 allèle(s)84 Sansallèle84

Sujets patientsMA

Sansallèle AIV(360:His) 48

Avec 1 ou 2 allèle(s)AIV(360:His) 10

contrôles

20

6

patientsMA

48

12

contrôles

63

21

OR [intervalledeconfiance] 0,69 [0,22 - 2,15] 0,75 [0,50 - 1,13]

La fréquenceallélique de l'apoAIV(360:Gln:His)dansle groupede patientsatteintsde la MA

conoboreavec les résultatsprécédemmentreportés(Csazaret al, 1997). Néanmoins,nos

résultatsconcemantcettefréquencedansla populationcontrôle âgéerévèlentune divergence

ÎllpOltante (12.17% (n= 119) ici, vs 3.5% (n=71)), sachantque la moyenned'âgedes deux

groupesest comparable.La raison de ces différencesn'estpas claire. Toutefois, nous avons

constatéune différence supplémentaireau niveau du génotype en apoE des sujets. La
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fréquencede l'ApoE4 dansnotre groupecontrôleest de 12%, tandis que celle de l'étude de

Csazaret al est de 7%, laquelleest relativementfaible par rapportaux fréquencesde diverses

populationseuropéennes(voir revueSiestet al, 1996)et notammentparrappolt à la :fi:équence

décrite par les mêmesauteursdansune populationplus large (Hallman et al, 1991). Ces

derniersont obtenuunefréquencede 12.9%danslill échantillonde 202 sujets.

En résumé, cette étude montre que la fréquence de la mutation 360 de l'ApoAIV est

relativementélevéedansla populationâgéeet ceci indépendammentde l'état clinique, c'està

dire, aussibien chez les patientsatteints de la MA que chez les groupesde contrôles.Par

ailleursnousavonstrouvéunefréquenceélevéede cet allèle (9.26%)chez26 patientsatteints

d'unedémencevasculaire(non présentés).Cesétudesmontrentque cettemutationestplutôt

liée à la longévitéqu'àunepathologieliée àl'âge.

TI est clair que la fréquencede l'allèle apoAIV(36:His) est différenteentreles payseuropéens

avecun gradientcroissantdu nord (4.9%) au sud(10.5%)(Ehnholmet al, 1994). Néanmoins

ces donnéessont issuesde populationsjeuneset n'ont pas été estiméeschezles personnes

âgées.

L'implication potentiellede l'allèle apoAIV(360:His) au niveau du vieillissementne peut pas

êtreexpliquéeparles donnéesde ce travail qui ont besoind'êtrevérifiées,dansunepopulation

de centenairespar exemple.En effet, la fonction de l'apoAIV dansle cerveauestpeucomme.

Indépendammentde sonorigine, la présencede cetteprotéinedansle liquide céphalorachidien

(Borghini et �a�~ 1995) et dansle cerveau(Harr et al, 1996), sa fonction dansle transport

réversedu cholestérolpourraientsuggérerlille palticipationactiveaumétabolismelipidique du

cerveau.La mutation �G�l�n�~�H�i�s pourrait influencer la compositionet/ou le métabolismedes

lipoprotéineset par conséquencel'utilisation optimale de cette source de lipides dans le

remodelagesynaptiqueau coursdessituationsde stressliéesauvieillissement.La mutationau

codon 360 semblemodifier les propriétésphysicochimiquesde l'apoAIV (Weinberg et al,

1990) avecune stmctureplus riche en hélice CL et une hydrophobicitéplus impoltante. Ces

modifications semblententraînerune efficacité plus marquéede cette apolipoprotéinepour

l'activation de la LCAT et uneplus grandeaffinité aux lipoprotéines.Cesfonctions semblent

êtreimportantespour la préventioncontrelesmaladiescardio- et cérébro-vasculaires.
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ID.3.3- La concentrationplasmatiquede l'apoAI estdiminuéeavec.lamaladie
d'Alzheimer

La concentrationplasmatiquede l'apoAI est significativementplus basse(p<0.001)chezles

patientsatteintsde la MA parrapportauxsujetscontrôles(TableauIl).

Cettedifférencerestesignificativeaprèsune analysemultivariéeen tenantcomptede plusieurs

paramètres,tels quel'âge,le sexe,l'albumineet lesparamètreslipidiques. Lespolymorphismes

del'apoEet del'apoANn'ontpasd'effetssignificatifssurla concentrationde l'apoAI.

Tableau 11- Comparaisondes données biologiques et biochimiques entre les
maladeset les contrôles

Patientsatteintsde la MA Sujetsâgéscontrôles P

n (MlF) 87 (26/61) 59 (28/31)

Age (ans) 77,75± 9,03 75,37± 5,27 NS

Albumine 39,41± 4,42 43,91± 2,85 3 10.10

ApoAl (gll) 1,34± 0,31 1,65± 0,26 3 10.9

ApoB 1,09± 0,32 1,08± 0,22 NS

Cholestéroltotal 5,44± 1,32 5,95± 0,77 0,02

HDL-C 1,05± 0,40 1,28± 0,35 3 10.7

Triglycérides 1,22± 0,59 1,43± 0,58 NS

Deux étudesprécédentesont décrit une diminution de la concentrationde l'apoAI dans le

plasmadespatientsatteintsde la MA (Kuriyamaet al, 1994;Kawanoet al, 1995).

Nous confirmonsdonc cesrésultatschezun nombreplus important de malades.Cependant,

contrairementà ces deux travaux, nous avons constatéune conélationnégative entre la

concentrationplasmatiquede l'apoAI et celle de l'albumineainsi qu'avecl'âge despatients.

Par conséquent,nous avonstenu comptede ces deux facteursdanstoutesles analyseset les

comparaisonsultélieuresentrelesgroupesétudiés.

Panniles paramètreslipidiques, seulela concentrationdu cholestéroldesHDL estnettement

plus faible (P<10·6), chezlespatientsMA par rappOlt aux contrôles(Table Il). Lesvariations
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du cholestéroldesHDL suiventlogiquementcelle de l'apoAI, étantdonnéque cettedemière

estla composanteprincipalede cesparticules.

Nousnotonsque la concentrationde l'albumineest très significativementplus faible chezles

patientsatteintsde la MA par rappOli aux sujetssains.Cesrésultatsne sontpassurprenants,

en effet, ce dernierparamètrebiologique est souventpris commemarqueurbiochimique de

santé.
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Fig. 31- Distribution de la concentrationsériquede l'apoAI entre les
patientsatteintsde la MA et les sujetscontrôles.La ligne représentela
valeur limite (l,50 gIl), basede calcul de la sensibilitéet la spécificité.
T+ : diagnosticpositif; T- diagnosticnégatif.

Nousavonsévaluél'utilité clinique de la déterminationde la concentrationsériquede l'apoAI

dans le maladie d'Alzheimer par le calcul des paramètresde diagnosticcliniques classiques

(d'aprèsFig 31 et Tableau12). La valeur limite choisied'apoAI entreles maladeset les sujets

contrôlesestde 1,50g/l (voir Fig 31).
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Tableau12- Résulatsdeclassificationdessujetsenfonction de la valeurlimite d'apoAl (l,50g/l)

Diagnosticpositif CT+)

DiagnosticnégatifCT-)

Total

Malades

63

24

87

Contrôles

19

40

59

Total

82

64

146

La sensibilité (proportion de sujets positifs parmi les malades)est de 72%. La spécificité

(proportion de sujetsnégatifsparmi les sujets contrôles)est de 68%. La valeur prédictive

positive(proportionde sujetsmaladesparmitouslespositifs) estde 78%. La valeurprédictive

négative(propOltionde sujetscontrôlesparmitouslesnégatifs)estde 62%.

La raisonde la diminution de la concentrationd'apoAI dansla MA n'estpasclaire. Toutefois,

il a été démontréque la duréede demie-viede l'apoAI diminue chezles animauxdansdes

conditions inflammatoires (Tape and Kisilevsky, 1990) qui sont des situations souvent

rencontréesdansla MA. En outre, certainesétudeschezles personnesâgéesont montré que

desconcentrationsplasmatiquesélevéesd'apoAI sont associéesà de faibles taux de mOltalité

ainsi qu'à une plus grandelongévité (Campbell et al, 1993). Nous suggéronsque l'apoAI

pourraitavoir un rôle beaucoupplusimportantdansla MA quecequi a étésuspecté.

ID.3.4- La concentrationplasmatiquede l'apoAI estcorréléeavecla sévéritéde la
maladied'Alzheimer

Nousmontronsquela concentrationplasmatiquede l'apoAI esttrèssignificativementcorrélée

au scorementalMMS (p<0.0001, Fig 32). Cetterelation restesignificative indépendamment

de tous les paramètresphysiologiqueset biologiquesétudiés(âge, sexealbumine,paramètres

lipidiques,génétiquedesapoAIV et E).
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Fig. 32- Relationentre la concentrationplasmatiquede l'apoAI et le score
mentalMMS deFolstein.Le coefficientdeconélationestprésenté.

La miseenévidencede la relationentrele MMS et la concentrationplasmatiquede l'apoAI,

décrite pour la première fois, est très importante et pourrait avoir des applications

phannacologiques.En effet, dans la littérature, il existe de nombreux médicamentset

produits capables d'augmenterla synthèse hépatique de l'apoAI et sa concentration

plasmatique(voir Luoma, 1997), commele gemfibrozil, le finofibrate, la cholestyramine,la

dexamethasoneet autresproduits(Chaoet al, 1985;Tam et al, 1990;Parket al, 1995).Nous

avonsdoncles moyensd'intervenirauniveau decedéséquilibreauniveaude l'apoAI (et des

HDL-cholestérol)qui esten forte relationavecla sévéritéde la MA et soulignonscettepiste

thérapeutiquequi pourraitinfluencerla progressionde la MA.

nI.3.4-L'apoAI estprésentedanslesplaquessénilesdespatientsatteintsde la maladie
d'Alzheimer

Nous avonsréalisétous les marquagessur des coupessériéeset comparéles résultatsà un

marquageà l'aide de l'anti Af3. Nos étudesimmuno-histochimiquesutilisant trois anticorps

anti-apoAI différents révèlent la présencede l'apoAI dans de nombreusesplaquesséniles
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corticales(Fig 33). Nousavonsvérifié cesrésultatsdansle cerveaude trois patientsdécédés

de la MA et dont le diagnosticcertain fût établi aprèsautopsie.Nous avons examinéles

mêmesrégionspar desanticorpsdirigés contreles apoE,J, (Fig 33), B et AIl (résultatsnon

montrés).Les coupesont été fortementréactivesavec l'apoE,et faiblementavec l'apoJ.La

présencedesapoAII etB n'apaspu êtredémontréeavecles anticorpsutilisés.

ApoE

Fig. 33- Révélation par immunofluorescencedes
plaquesséniles sur des coupesséliéesà l'aide des
anticorps: �a�n�t�i�-�A�~�, 3 anticorpsanti-apoAI(A02, AIO
et Al?), anti-apoEet anti-apoJ.La fluorescencejaune
estdueà la lipofuschine.
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ApoAI (A17)

ApoAI (AIO)

Fig. 33 (suite)- Révélationpar immunofluorescence
desplaquessénilessm descoupessériéesà l'aide des
anticorps:anti-Ap, 3 anticorpsanti-apoAI(Aü2, Alü
et Al?), anti-apoEet anti-apoJ.La fluorescencejaune
estdueà la lipofuschine.
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ApoAI (A02)

ApoJ

Fig. 33 (suite)- Révélationpar immunofluorescence
desplaquessénilessw' descoupessériéesà l'aide des
anticorps: �a�n�t�i�-�A�~�, 3 anticorpsanti-apoAI (Aû2, Alû
et Al?), anti-apoEet anti-apoJ.La fluorescencejaune
estdueà la lipofuschine.
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Nousavonsmontréquel'allèle mutantde l'ApoAIV (codon360) estdeux fois plus fréquent

dansla populationâgée(11,4%vs 5,7%)et pourraitêtreun marqueurgénétiquede santéou

delongévité.L'effet decetallèlepeutêtrela conséquencedesespropriétésphysicochimiques

particulières,notammentsa�s�t�r�u�c�t�u�r�e�-�p�l�u�s�-�r�i�c�h�e�-�e�n�-�h�é�l�i�c�e�-�-�a�.�-�e�t�-�s�a�-�p�l�u�s�-�g�r�a�n�d�e�-�h�y�d�r�o�p�h�o�b�i�G�i�t�~

Grâceà ces caractéristiques,il pourrait mieux activer la LCAT (Weinberget al, 1990) et

favoriserle transportréversedu cholestérol,et avoir despropriétésanti-athérogéniqueset/ou

desfonctionsimportantesdansla régénérationet le maintiende l'intégriténeuronaledu SNe.

Quantà l'apoAI, saconcentrationplasmatiquefaible semblerefléteruneanomalieassociéeà

la démence.De plus, cetteconcentrationest fortementcorréléeau statutmentaldespatients

atteintsde la MA reflétéparl'étatmental(MMS) despatients.Nousavonsmontréégalement

la présencede l'apoAI dansles plaquessénilesdespatientsdécédésde la MA. L'ensemble

des résultatsest fortement en faveur d'un rôle de ces deux protéinesathérogènesdans la

modulationdesfonctionsneurodégénératives.
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IV- Etudes préliminaires de l'affinité de l'apolipoprotéine E au
récepteur des VLDL

L'objectif de cette étudeest d'examinerl'effet du polymorphismede l'apoE sur l'affinité au

récepteurVLDLR Ce récepteurest expIimé par les neuroneset présentdans les plaques

séniles(Christieet al, 1996)pourrait êtreimpliqué dansla modulationdesfonctionsde l'apoE

dansla physiopathologiede la MA. Nous avonsutilisé les isoformesde l'apoE recombinante

produitesdansnotre laboratoire(Barbier et al, 1997) que nous avonsincorporéesdans des

liposomespour étudierla liaisonàl'équilibredesliposomesmarquésauxrécepteurs.

1V.1- Principe de l'étude d'affinité aux récepteurs

Les cellulessontpréparéeset activéespar desculturessuccessives.Le ligand (ici l'apoE) est

d'abord marqué et son activité spécifiqueest mesurée,il est ensuite ajouté aux cellules à

différentesconcentrations.Un essaisera réalisé afin d'étudier la fixation non-spécifiqueen

présencede 20 à 100fois d'excèsde ligandnonmarqués.

Après3 à 5 heuresd'incubationavecle ligand à 4°C - à cettetempérature,l'internalisationde

substratest minime-, les cellules sont lavéeset lyséespar la soude. La radioactivité et le

contenuenprotéinesdesdifférentslysatscellulairessontmesurésafin de calculerla quantitéde

substratlié spécifiquementparunité deprotéinescellulaires.Lesvaleursobtenuespour chaque

concentrationde substratsont utilisées pour établir la courbe d'affinité et éventuellement

déterminerles constantesd'affinité (KD et Bmax).

Deuxapprochesde marquagesontenvisageablespour cetteétude(i) radiomarquagede l'apoE

à l'isotope 125 de l'iode (1251), puis incorporationdansles liposomes,(ü) incorporationde

l'apoE dans les liposomespuis radiomarquage.Nous avonsutilisé la 2ème approchepour

eviterl'évantuelleoxydationdeslipides.
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1V.2- Matériels et Méthodes

IV.2.1- Cellules

Les modèlescellulairesutilisés sont deux souchesde cellules d'ovaire de hamster(CHû); la

soucheldlAl sauvagedont les caractéristiquesse résumentpar une absenced'expressiondu

récepteurdesLDL et unefaible expressiondu récepteurdesVLDL, et les cellulesCHû hVal,

pl qui exprimentle VLDLR humainet sontdéficientesenLDLR Cescellulesont étéfournies

par le Pr. LawrenceChan(Houston,Texas)

IV.2.2- Radiomarquagede l'apoEet Préparationdesliposomes

Le protocolede radiomarquageest établi selonles instructionsdu fournisseur(Pierce)et peut

êtrerésuméde la façon suivante:

CD- Justeavantl'utilisation, laveruneou plusieursbilles (1odo-Beads®)avec500 fll du

tampond'iodation(foumi avecle kit) parbille.

Œ- Ajouter le(s)bille(s) àla solutiondeNal251 (aproximativementImCi par �1�0�0�~�L�g de

protéine)diluéeavecle tampond'iodationet laisseragir 5 minutes.

Q)- Dissoudreou diluer la protéineàradiomarquerdans le tamponet ajouteràla

solutiondeNal25r. Incuber2 à 15 minutes(Pourconnaîtrele tempsoptimalde

réactionconsulterla noticedu fabriquant(Pierce».

@- Arrêter la réactionen enlevantle(s)bille(s) quel'on peutlaveravecdu PBSpour

récupérerlesprotéinsequi s'y adhéreraient.

�~�- La filtration engel estutiliséepouréliminer l'excèsdeNal251ou les molécules

12512 non incorporéespar la protéineiodée.Utiliser depréférenceles colonnesPierce's

Presto®Desalting.Altemativement,dialysercontredu PBSenutilisant les cassettes

de dialysePierceSlide-A-Lyser™ (ProduitNo. 66424).

L'activité spécifiquedes1251_VLDL devraitêtreentre100 et 300 cpm/ngdeprotéines.
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L'apoE recombinante a été incorporée dans un complexe lipidique de phospholipide

dimyristoyl-phosphatidyl-choline(DMPC) (Sigma)avecun rapportde masseDMPC/ApoE3/1

selonle protocoleschématiquesuivant:

e> Peser le DMPC dans un eppendorfet dissoudre en vortexant dans 1ml de

chloroforme.

e> Séchersousflux d'azotepuisséchersousvide aumoins2 heures.

e> Ajouterjusqu'àuneconcentrationde 10 mg DMPC/ml du tampon:

Tris 1OmM pH 8.0, NaCl150mM, EDTA 0,1 g/l.

e> Vortexeret enmêmetempsporterla solutionà 25°C

e> Incuber30 min àtempératureambiante

e> Soniquer(90W) 30 minutesà 25°C sousflux d'azote.Après sonication,la solution

estplus ou moinsclaire.

e> Ajouter la quantité voulue de protéines en respectantun rappport maSSIque

DMPC/ApoE 3/1 (rn/m). et mélangerdoucement(Ne plus vOliexer à partir de cette

étape)

e> Effectuer 3 cycles autoursde la températurede transition du DMPC (23°C); une

phaseà 30°C, suivie d'unephaseà 15°C(3 fois).

e> Séparerl'apoE libre de l'apoE-liposomespar ultracentrifugationde flottaison en

utilisant l'appareilBackmannTL 100 (tubepolypropylènetransparentsde 3 ml) dans

les conditionssuivantes:5 heuresà 25°C, 55000 RPM, 9 min accélération/ 9 min

décélération.

Pour5 ml de complexesapoE-liposomesajouter0,95gdeNaBr enpoudre.

e> Mettre dansle tubeà centrifuger1,9 ml de complexespuis 1ml detamponde

d=1.125(77.31 g deNaBr dansla solutiond=1.006(11.42g NaCI, EDTA 0.01%,

Azide deNa 0.05%dans1llitre d'eau).

e> Récupérerla phasesupéIieure(laiteuse).Doserles protéinesdansles deux phases

pour calculerle rendement.

e> Dialysercontredu PBS2 fois 2 heures,puis 1fois toutela nuit.

e> Redoserlesprotéinesaprèsdialysepuis conserverà - 20°C.

(Eviter de congeler/ décongelerles liposomesplus d'unefois et nejamaisvortexer)



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy1994-1997 Travauxréalisés 93

IV.2.3- Préparationdu sérumhumaindépourvudelipoprotéines

Le sérumhumaindépomvude lipoprotéines(LPDS) utilisé pour la culture des cellules CRO

estpréparéselonle protocolesuivant:

c> Mélanger80 ml d'un pool de sérumfrais avec20 ml de la solution de densité1.29lg/l

(510g NaBr dans 1 litre de la solution de densité1.006 g/l) pour amenerle sérumà une

densitéfinale de 1.063 g/l.

c> Distribuer dansdestubesde 10 ml adaptésau rotor 50.3 TI Beckman,centrifuger(20

heures,38 000 rpm, 4°C)

c> Aspirer la phasesupérieur(VLDL, illL, LDL), rassemblerles phasesinférieures et

ajouterdu KBr (220mg/ml),agiterdoucement.

c> Distribuer dansdes tubesde 10 ml adaptésau rotor et centrifuger48 heuresdansles

mêmesconditionsqu'auparavant.

c> Enleverla phasesupérieure(OOL), rassemblerlesphasesinférieureset dialyser2 JOurs

contre3 x 51 de la solutionde dialyse.

c> Préfilteravecdesfiltres HV 0.451-1..

c> Stériliserparfiltration (Millipore Millex GY 0.221-1.)

c> Chaufferaubainmarie,30 min à56°C afin d'inactivertouteactivité enzymatique

IV.2.4- CulturedescellulesCRÛ et étuded'affinité aux liposomes-apoE

Les cellulestransfectéessont maintenuesdansun incubateursous5 % COz à 37°C dansun

milieu de culture Ramis F-12 supplémentéde 5 % de sérum de voeu nouveau-né,de

streptomycinesulfate (100 Ilg/ml), de pénicilline (100 U/ml) et de la généticine(G418) 400

�~�l�g�/�m�l (Takahashiet al, 1995).Les expériencesd'affinitésdesliposomespour les cellulesCRO

sont réaliséesdans des plaque24 puits à une densitéde lxl05 cellules/puit. Les liposomes

marqués à 1,IZ51 sont ajoutés après deux jours de culture dans le milieu Ramis F-12

supplémentéavec5 % de sérumdéficienten lipoprotéines(LPDS).

Après incubationpendant4 heuresà 4°C, l'associationdes 125I-lipoprotéinesaux cellules est

quantifiée à l'aide des mesuresde la radioactivité associéeaux cellules après lyse de ces
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dernièrespar la soude (NaûH IN). Les valeurs sont rapportéesaux protéinescellulaires

quantifiéesdansla fraction de lyse.

IV.3- Résultats et discussion

Les principaux résultatsde ce travail montrent que l'affinité des apoE incorporéesdansles

liposomesdépendde la naturepolymorphiquede l'apoE. D'aprèsla courbed'affinité de ces

liposomes(Fig 33), les liposomes- 125I_ApoE3 présententune meilleure affinité pour les

récepteursque les liposomesassociésaux isoformesApoE4 et ApoE2. Ces résultatssont

attribuésessentiellementau récepteurdes VLDL humains. En effet, d'une part les cellules

CHû utiliséessont déficientesen l'expressiondu récepteurdesLDL, d'autrepart, nousavons

tenu comptedes affinités duesaux cellules CHû sauvagestémoins(déficientesen LDLR et

exprimantpeu de VLDLR de hamster)qui montrede trèsfaibles liaisons(Fig 34) qui peuvent

êtreassociéesà la présenced'autresrécepteurs,par exemplele LRP qui est capablede lier les

liposomes-ApoE.
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Fig. 33- Effet du polymorphismegénétiquede l'apoE sur la liaison
desliposomes-125I_ApoEaux cellulesCHü surexprimantle VLDLR
humain.

En parallèleànosrésultats,Guillaumeet sescollaborateurs(Guillaumeet al, 1996)ont montré

la même tendance(plus affinité avec l'apoE3 que 1'apoE4)pour les liposomesassociésà

l'apoE humainesur les neurones,contrairementà leur expérienceréaliséesur les astrocytes.

Danscesdentiers,desliposomesenrichisen isoformesE3 et E4 ont une affinité sinlilaire pour
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les récepteurscellulaires.La naturedes cellulesutiliséesdanscesexpériencesne permettant

pasd'attribuerles résultatsà tel ou tel récepteur,les auteursont expliquécettedifférencede

comportemententre les deux types cellulairespar une expressiondistincte des récepteursde

l'apoE (LRP, LDLR, VLDLR). En revanche, nos résultats obtenus avec des cellules

transgéniquessurexprimantle VLDLR, pourraientapporterune explicationà cestravaux, en

attribuantauxVLDLR cette« préférence»vis-à-visl'apoE3.L'expressionde ce récepteurpar

lesneuronesestétablie(Christieet al, 1996).
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Fig. 34- Effet du polymorphismegénétiquede l'apoE sur la liaison
des liposomes- 125I_ApoE aux cellules CHO surexprimant le
VLDLR humain, aprèssoustractiondes affinités duesaux cellules
CHO contrôlesqui sontcaractériséespar uneabsenced'expression
du récepteurdes LDL et une faible expressiondu récepteurdes
VLDL.

La différenced'affinité obtenuepar les auteursentrelesneuroneset les astrocytespourraitêtre

expliquéeparunecombinaisondifférentede VLDLR à la surfacecellulaire.Nousnotonsquela

plus grandeaffinité rencontréeici desliposomes-ApoE3par rapportaux liposomes-ApoE4ne

corroborepas avec nos précédentsrésultatsobtenus,concemantl'affinité du récepteurdes

LDL et des particulesVLDL humainesisolées (Bohnet et al, 1996) et qui montrent une

meilleure affinité desVLDL-apoE4/4 par rapp0l1 aux VLDL-apoE3/3. L'explication de cette

différencede comportementestprobablementdue à une différencedessitesde reconnaissance

de l'apoE vis-à-vis les deux récepteurs.En effet, Takahashiet sescollaborateurs(1996) ont

montré,enutilisant un anticorpsanti-apoEayantla propliétéd'inhiberla liaison de l'apoE3 au
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récepteurdesLDL, quecet anticorpsn'estpascapabled'inhiberla liaison desVLDL-apoE3/3

ni celle desVLDL-apoE2/2vis-à-vis du récepteurdesVLDL. Les auteursont proposéquela

région de la moléculed'apoEqui se lie au VLDLR soit différente de celle reconnuepar le

LDLR. ils ont suggéréque le site de reconnaissancedu VLDLR soit localisé au niveau des

résidus132 à 144 de l'apoE, le site de reconnaissancedu LDLR est localisé au niveau de la

région 136 à 150 de l'apoE. Nous rappelonsque la différence structuraleentre les deux

récepteurssesitue au niveaudu nombrede répétitionsriche en cystéinelocaliséesdu côtéN­

terminal(voir Fig. 10). Le VLDLR contient8 répétitions,le LDLRn'encontientque7.

IVA- Conclusion

Le récepteurdes VLDL pounait jouer un rôle important dans la modulation des effets

polymorphiquesde l'apoEdansles conditionsphysiologiquesainsi quedansla MA. En effet le

VLDLR a été détectédansles plaquessénilesdespatientsatteintsde la MA (Christie et al,

1996), tout commeun autre récepteurle LRP. Toutefois, la découverted'autresrécepteurs

exprimésparles cellulesdu SNC, tels quele LDLR, LRP, et récemmentle LR7/8B rendentla

compréhensiondela régulationdesfonctionsde l'apoEin vivo complexeet difficile.

Ces résultatspréliminairesvont être approfondiset élargis par l'utilisation d'autrestypes

cellulaireset d'autresrécepteursainsiqueparl'utilisation d'animauxtransgéniquesadéquats.
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Il est actuellementétabli que l' apolipoprotéineE est le facteur de risquegénétiquele plus

importantde la maladied'Alzheimer.Toutefois,sesimplicationsdansl'étiologie de la MA

ne sontpasbiendéfinies.Danscetteétude,nousavonsapprofondilesvariationsquantitatives

et qualitativesde l'apoEet identifié d'autresmarqueursprotéiquesqui pourraientparticiper

aveccetteprotéineau schémaphysiopathologiquede la MA. Dansce but, nousavonsétudié

desmarqueursbiochimiqueset génétiques,principalementdansle liquide céphalorachidien

(apoE,D, TTR, actine),mais égalementdansle plasma(apoAI). Cesétudesont été suivies

pardesinvestigationspostmortemauniveaudu cerveau,concernantl'abondancedesplaques

sénileset leur compositionprotéique(apoE,apoAI, TTR). Finalement,nousavonsinitié des

étudesd'affinité desapolipoprotéinesE humaines,produitespar géniegénétique,associées

auxliposomesvis-à-visdu récepteurhumaindesVLDL transfectédansdescellulesCHû. Les

principauxrésultatssontrésumésdansle tableausuivant:

Tableau13- Sommairedesrésultatsobtenusdanscetteétude

Marqueursétudiés Lieu / compartiment Résultatsprincipaux

ApoE LCR tt avecl'âge,tt avecla MA,

tt avecl'inflammation

cerveau présenceabondantedanslesplaquesséniles
..................................................................................................................................................................................................................................

ApoD LCR ttt avecla MA

cOlTélée(++) avecla dosedel'allèle E4
..........................................................................................- __ .

TTR LCR..j,..j,avecla MA

cerveau

corrélée(-) avecle nombredesplaquesséniles

corrélée(+) avecla quantitéd'actine

absencedanslesplaquesséniles

Actine LCR corrélée(+) avecla dosedel'allèle E4

conélée(+) avecla quantitédeTIR
, - _ .

ApoAI sémm ..j,..j,..j,..j, avecla MA

corrélée(++) avecle scoremental(MMS)

cerveau présenceabondantedanslesplaquesséniles
.................................................................................................._ _ .

ApoAIV ADN allèle(36ü:His)tt avecl'âge

pasd'effetspécifiquesurla MA
...................................................................................................................................................................................................................................

ApoEsrecombinantes liposomes affmitésaurécepteurVLDL : E3>E4:2:E2
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Nous pouvons analyser l'ensemble de ces résultats suivant trois processusphysio­

pathologiques (Fig 35-37): le métabolisme du peptide amyloïd f3, la biochimie du

cytosqueletteet la régénérationneuronale.Certainsmarqueurspeuventêtre impliqués dans

plusd'undecesprocessus.

1) Métabolisme du peptide amyloïd f3 : Les protéines étudiéeset qui semblent être

impliquéesdansce mécanismesont l'apoE, la TTR et l'apoAI (Fig 35). Les trois protéines

ont une affinité vis-à-vis de ce peptideet leur associationrespectivepeutêtre gouvernéepar

un équilibre qui permet d'assurer la solubilité du peptide Af3 et son élimination

physiologique.Dans certainesconditions pathologiques,le peptide Af3 peut s'agrégeret

former desplaquesséniles.Nous analysonsles résultatsen tenantcomptede cesconditions

pathologiques:

Commentexpliquerlessituationspathologiquesassociéesà unediminutionde la TTRdansle

LCR mais à une augmentationde l 'apoE, une diminution de l'apoAI plasmatiqueet à la

présenceabondantedes apoE et AI mais l'absencede TTR dans les plaquessénilesdu

cerveau?

Commentexpliquerque le nombredesplaquessénilesaugmenteavecle nombred'allèle &4

maisdiminueavecla concentrationcéphalorachidiennede la TTR?

Sang

ApoAI

LCR

astrocytes

�~
........I--'!- ..... A p oE4

........1--......... TTR

�~

Cerveau

plaquesséniles

AI)oE

AJloAI

A13

plexuschoroïde

Fig 35- Régulationde la solubilitédu peptidep amyloïde(AP) par la transthyrétine(TIR) et lesapoAI
et E. Les signes (+/-) cOlTespondentà un rôle catalyseur(apoAI et E4) ou inhibiteur (TIR) de
l'agrégationde l' Ap et de la fOlmationdesplaquesséniles
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Dans le LCR, l'apoE et la TTR sont d'origine quasi-cérébrale,l'apoAI est majoritairement

plasmatique.Les deuxapolipoprotéinesont despropriétesstructuraleset conformationnelles

amyloïdogéniquespouvantfavoriserl'agrégationde l' �A�~ et la formationdesplaquesséniles.

La diminution de la quantitéplasmatiquede l'apoAI, sacorrélationnégativeavecla sévérité

de la maladied'Alzheimer,ainsi que saprésencedansles plaquesséniles,laissentsupposer

une origine systémiquede l'apoAI dansle cerveaudespatients.Ce transit du sérumvers le

LCR peut concernerl'apoAI sousune forme complexéeau peptide�A�~ dansune structure

lipoprotéique(avec l'apoJpar exemple)ou libre. Ce transportpourrait avoir lieu dans les

conditionsphysiologiquesdansle cadred'un apportlipidique vers le cerveau(voir partie 3)

maisqui resteàvérifier.

La TTR, quantà elle, sembleavoir un rôle protecteurcontrela formationde �~ amyloïde.Sa

diminution dansle LCR pourraitcréerun déséquilibreau niveaude la solubilité du peptide

Af3 et favoriser la créationdesdépôtsséniles(Fig 35). Cespropriétéssemblents'opposerà

l'actionde l'isoformeE4 de l'apoEqui pourraitlui, catalyserl'agrégationamyloïde.

2) Régulation du cytosquelette:Les protéinesimpliquéesdansce processussont: l'apoE,la

TTR et l'actine (Fig 36). Rappelonsque l'actine est le composantmajeur du réseau

cytosquelettalde protéinesfibrillaires attachéesà l'intérieur de la membraneplasmatiqueet

se trouve dans un état d'équilibre entre une forme globulaire soluble (G) et une forme

fibrillaire (F) insoluble.La thyroxine est une des hormonescapablede modifier l'équilibre

entrel'assemblageet le désassemblagede l' actine.

Nousavonsétudiéla relationentrel'actineet la TTR en raisonde la placede cettedernière

dansle transportde la thyroxinevers les cellulesnerveusesà traversla circulationdu LCR.

L'apoEa égalementun rôle importantdansla biochimiedu cytosquelettegrâceà sesaffinités

vis-à-visplusieurscomposantsde ce dernier,tellesque l'actine,la protéinetau et la protéine

MA?2 (Flemingetal, 1996).

Nous avons montré que la quantité d'actine dans le LCR augmenteavec la présencede

l'allèle 84. L'état d'équilibre de l'actine est donc déplacéen faveur de la forme soluble

présente dans le LCR, et qui pourrait refléter les altérations du cytosquelettequi

accompagnentla MA. L'apoE4pourraitavoir unecontributionnégativeà la stabilitégénérale

du cytosquelette.En effet, l'assemblageet l'intégrité des microtubulessont inhibés par la
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phosphorylationde tau qui provoquela fonnationdesdégénérescencesneurofibrillaires(voir

Fig 36). L'apoE4, faute d'interactionavec tau, jouerait en faveur de la formation de ces

structurespathologiques(Strittmatteret al, 1994b).Nous proposons,de façon similaire, une

contributionnégativede l'apoE4à la stabilitédu réseaud'actine,un déassemblagede l'actine

fibrillaire et, parextension,unedéstabilisationdu cytosquelette.

tau

Actine(G)
Actine(G) �~

.............- ...�~ �~�f�)�ç
tau p::J

({\

Sang LCR Cerveau

TTR ... • TTR< Plexuschoroïde

t
Thyroxine

T4 -TTR > TTR-T4
(T4)

ApoE4 • ApoE4

Fig. 36- Mécanismesde régulation du cytosqueletteproposésdans la maladie d'Alzheimer et
implication de l'apoE, la transthyrétineet l'actine. TIR: transthyrétine;PHF : fùamentsen paires
hélicoïdaux; p-tau-p: fonne hyperphosphOlyléede la protéinetau ; Actine CF) : fonne fibrillaire de
l'actine localiséedans un réseaufibrillaire membranaire;Actine CG) : fonne globulaire soluble de
l'actine.

Commentexpliquerles diminutionsde la concentrationde la TTR dansle LCR despatients

atteintsde la MA etsacorrélationpositiveavecla quantitéd'actinedansle LCR?

Dans le casde la TTR, deux situationsdoivent être considérées.D'une part, sa production

exclusivepar le plexuschoroïdeestlimitée dansla MA, en raisondesaltérationsspécifiques

des cellules épithélialesdes plexus dans cette situation pathologique(Serot et al, 1994).
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D'autrepart, l'affinité de la TTR vis-à-vis de sesrécepteurscellulairesaugmentesi elle est

présentesoussaforme complexéeà la thyroxine(Divino andSchussler,1990a).

En tenantcomptedecessituations,nousproposonsun schémamécanistiquequi serésumede

la façon suivante:un métabolismeplus rapide de la TTR complexéeà la thyroxine, une

livraison hormonaleplus rapideet parconséquenceunedéstabilisationmoins importantedes

filaments d'actine(Fig 36). Néanmoins,cela n'est probablementpas suffisant à maintenir

l'intégritécellulaireétantdonnéles conditionsbiochimiquesdéfavorables:faible quantitéde

TTR, solubilitédu peptideAJ3 (partie1) et réparationneuronale(partie3) affectées.

3) Réparation neuronaleet remodelagesynaptique: Ceprocessusestassurépar les apoD,

E, AI et AIV via des voies spécifiques de récepteurs (Fig 37). La concentration

céphalorachidiennedesdeux premièresaugmentedansla MA. La concentrationsériquede

l'apoAI diminueconsidérablementavecla MA et estfortementassociéeà la sévéritéde cette

maladie. L'apoAIV a été étudié au niveau génétique,la fréquencede son allèle apoAIV

(360 :His) augmenteavec l'âge indépendammentde la MA. L'affinité des apoEshumaines

recombinantespour le récepteurdesVLDL a étéégalementétudiéeet unemeilleureaffinité

de l' isoformeE3 parrapportauxautresa étéconstatée.

Nous rappelonsque les apoD et E sont majoritairementsynthétiséesdans le cerveau,les

apoAI et AIV sont plutôt d'origine plasmatique.Trois populationsde lipoprotéinesont été

identifiées dans le LCR: CSF-LpAI, CSF-LpE et CSF-LpAIV (Borghini et al, 1995). La

premièreestcomposéemajoritairementd'apoAI maiségalementd'apoD,E et J, la deuxième

majoritairementen apoE mais de faibles quantitésd'apoAIV, D et J. La dernièrecontient

essentiellementde l'apoAIV (Fig 37).

L'augmentationdesapoDet E dansle LCR estprobablementla conséquenced'unesynthèse

importantedecesdeuxapolipoprotéinesdansle cerveau.Cetteproductionpourraitrefléterun

processusderéparationet de régénérationcellulairesanspourautantassureruneassimilation

optimaledes lipides cellulaires.En effet, nous notonsque la quantitéd'apoDdansle LCR

augmenteavec le nombre d'allèle 84, ce qui pourrait refléter un ralentissementou une

inhibition du métabolismedes lipoprotéinescontenantl'apoD (CSF-LpAI et/ou CSF-LpE)

dansl'environnementbiochimiquelié à la présencede l'apoE4.
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Il est clair que la composition des lipoprotéines influence leur métabolismeet leur

assimilationdansles conditionsde régénérationcellulaire.La naturedesrécepteursexprimés

par les cellulespennetd'orienterle métabolismede lipoprotéine.En effet, les neuronesont

plus d'affinité pour les liposomescontenantl'isoformeApoE3 (Guillaumeet al, 1996),et nos

résultatsattribuent«cettepréférence»à une expressionplus importantede VLDLR par ces

cellules. Dans ces conditions, il est concevabled'imaginerque les lipoprotéinescontenant

l'apoE4 ne peuventpas être bien métaboliséespar les neuronesdansdes conditionsoù le

recyclagedeslipidesestcapital.

transportlipidique possibleà tmvers
les barl'Îèreshémato-encéphalique
et/ouhémato-méningée

LCR Cerveau

Apolipoprotéines +
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1
formationde lipopmtéinesà partir des
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Fig. 37- Modèle de régénérationneuronaleet remodelagesynaptiqueet implication des
apolipoprotéinesAI, AIV, D et E. L'origine de synthèsede chaqueapolipoprotéineainsi que la
sourcepossibledefonnationdeslipoprotéinesdansle LCR sontschématisés.
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Dansla mêmeoptique,nousanalysonslesrésultatsobtenusaveclesapoAI etAIY.

Le transportdes lipides du plasmavers le cerveaun'est pas bien établi mais reste fort

probable,en raison de la présencede récepteursde lipoprotéines,tels que le LDLR et le

gp330,auniveaude la barrièrehémato-encéphalique(Meresseet al, 1989,Zhenget al, 1994;

Zlokovic et al, 1996).Lesdiminutionsde la concentrationsériquede l'apoAI, apolipoprotéine

qui semble traverser facilement la barrière hémato-encéphalique,pourrait refléter des

diminutionsd'unesourcepotentiellede lipide pourle systèmenerveuxcentral.

Concernantl'apoAIV, nos résultats montrent une fréquenceplus importante de l'allèle

apoAIV(360:His) chezles personnesâgéespar rapportà la populationjeunemais restesans

effet sur la MA. Nousexpliquonscesrésultatspar lespropriétésquepeutavoir cetallèledans

l'activation de la LCAT, le transportreversedu cholestérolet en généraleune meilleure

contributionà un métabolismelipidique moins athérogène.De plus, il est concevablede

proposerune meilleure capacitéde recyclagelipidique dans les conditions d'altérations

physiologiquesliéesauvieillissementmaisqui sembleêtreinefficaceou insuffisantedansles

conditionsdedégénérescenceliéesà la MA.
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L'examen de la composition du LCR permet d'apporter un nombre considérable

d'informations que nous avons analyséesici en parallèle avec les donnéescliniques et

histologiquesmais aussi avec les donnéesgénétiques.Nous avons obtenu des résultats

importantsconcernantles variationsphysiologiqueset pathologiquesde l'apoE dansla MA

mais égalementd'autresmarqueurscommel'apoD, la TTR et l'actine. Nous avonsmis en

évidenceun marqueursérique,l' apoAl, dont la concentrationesttrès affectéedansla MA et

liée étroitementà la sévérité de cette maladie. Nous avons discuté l'intérêt de tous ces

marqueursdans la compréhensionde l'étiologie de cette maladieainsi que les applications

phannacologiqueset thérapeutiques.

Nos résultatsmontrentque,dansl'interprétationdesvariationsde la concentrationde l'apoE

dans le LCR, doivent être prisesen comptedes paramètresbiologiques(âge, population),

cliniques(compositiondu groupecontrôleet naturedesmaladiesincluses)et génétiques(en

apoE)qui pourraientinfluencerles variationsde la concentrationde l'apoE et expliquerles

résultatscontradictoiresobtenusdansla littérature.

En parallèle à l'apoE, l'étude d'autresfacteurs biochimiqueset la prise en compte des

donnéesimmunohistichimiquesnousa premisde mieux comprendrele rôle de cetteprotéine

multifonctionnelleauniveaude la biochimiedu cytosquelette,du métabolismelipidique et de

la remobilisationdu cholestérol,et de la solubilitédu peptideJ3-amyloïde.

Nos résultatssuggèrentune implicationphsysiopathologiquemutlifacettede l'isoformeE4 de

l'apoE, facteurde risque génétiquele plus importantde la MA. Les donnéesbiochimiques

rapportéesdécrivent un environnementbiochimique favorable à la formation des plaques

séniles et des capacitésplus faibles de réparation ou de régénérationneuronale, liées

probablementà desanomaliesau niveaude la biochimiedu cytosqueletteet à desproblèmes

derecyclagedeslipidescellulaires.
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Les donnéesde la compositiondu LCR, en apolipoprotéinesnotamment,doivent être prises

en considération et analyséesdans le cadre et l'environnement physiologiques des

lipoprotéines. L'analyse de la composition des lipoprotéines isolées et l'étude de leur

propriétésfonctionnellesparrapportauxrécepteurscellulairesestuneapprochequi s'impose.

Toutefois,les problèmeséthiquesqui entourentles prélèvementsdu liquide céphalorachidien

limitent les étudesde seslipoprotéinesbien qu'ellespuissentêtreperformantes.Néanmoins,

ces étudesde récepteurssont nécessairespour approfondircertainsaspectsfonctionnelsde

nos hypothèses.Nous projetonsd'utiliser les animauxtransgéniquesqui deviennent,grâce

aux progrèsde la biologie moléculaire,une approcheincontournabledansles investigations

futuresdu rôle desrécepteursdansles maladiescardio-et cérébro-vasculaires.

L'accèsauxdonnéesde l'imageriecérébraleanatomiqueet fonctionnelleet leur combinaison

avec les données biochimiques et génétiques actuelles, sont également de bonnes

perspectives,vu la force desliens aveccesdonnéeset la richessedesinformationsque l'on

peut obtenir. Il est évident que cette stratégie nécessitedes collaborationsétroites entre

clinicienset chercheurspour affronter,ensemble,les problèmesque posent,de plus en plus,

lesmaladiesneurodégénérativesà notresociété.
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Abstract

Worldwide evidencehas recentlyshownchac the allele ,,4 of apolipoproteinE (ApoE) is a geneticrisk factor for Alzheimer'sdisease
(AD) underlining the possible role of apoE in the physiopathologyof AD. To evalume the usefulnessof apoE concentrationin
pathogenesisof AD, we measuredthe cerebrospinalfluid (CSF) levels of apoE. CSF apoE level was significantly higher in 38 patients
with lale-onsetAD than in 31 control patientsand 47 patientssufferingfrom otherneurologicaland relateddiseases.Higher levels of CSF
apoE were also presentin a subsetof patientswith meningoencephalitis,motor neuron disease.and low back pain. The increaseof
CSF-apoEin AD is in agreementwith resultsfrom studiesthat find an increaseof mRNA apoEin the brainsof AD patients.Comparedto
otherworks, theseresultsunderlinethe importanceand the difficulties of the selectionof the controls.The CSFapoElevel seemsto be a
reflecrion of neuronaldamageand/oran inflammatoryreactionthat may be commonto AD and other neurologicaland relateddiseases.
© 1997 ElsevierScienceB.V.

Keywords: Neurologicaldiseases:Alzheimer'sdisease(AD): ApolipoproceinE (apoE): Cerebrospinalfluid (CSF)

1. Introduction

Alzheimer'sdisease(AD) is the mOst prevalentcauseof
dementiaworldwide and affects 5-)0% of the population
aged greater than 65 years. As yet, the diagnosisof the
pathology is defined only after autopsyor brain biopsy by
observationof 3 types of histologicalmanifestationsfound
predominantly in the hippocampusamygadalus,and the
cerebral cortex: neurofibrillar degeneration,intraneuronal
fibrillary tangles, of which the principal constituent is
hyperphosphorylated tau protein, extracellular senile
plaquesand vasculardepositsof amyloid, composedmainly
of a potentially neurotoxicpeptide, ,B-amyloid (A,B).

Worldwide evidencerecently implicated the 6'4 allele,
one of the three alleles of apolipoproteinE (apoE) poly­
morphism (6'2, 6'3, 6'4), as risk marker for Alzheimer's
disease(Strittmatter et aL, 1993; Lucotte et aL, 1993,
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21.
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1994;Siestet al., 1995).The mechanismof the association
is not clear. A specific functional role of the apoEisoforms
apoE4, apoE3 and apoE2 in the pathology of Alzheimer
diseaseis suggested.

ApoE plays a key role in the transportand redistribution
of lipids amongvarious tissuesby interactionwith specific
receptors.ApoE has a numberof others functions such as
nerve regenerationand neuronal plasticity (Handelmanet
al., 1992;Poirier et al., 1993; Nathanet al., 1994).

ApoE is the principal apolipoproteinin the CSFand has
a distinct sialylation pattern(Pitaset al., 1987). Il seemsto
have limited access across the blood-brain barrier
(Zloko(ic et aL, 1994). ApoE in CSF is essentiallyderived
from the brain (Carlssonet al., 1991; Linton et aL, 1991;
Gaillard et al., 1996) and therefore can ref1ect cerebral
apoE production. Carlssonet al. (199I) had investigated
the CSF apoE level and reportedincreasedlevels of apoE
in CSF of patientswith neurologicaidiseasescomparedta
controls. However other studieson CSF-apoElevels with
AD (Blennow et aL, 1994; Pirttilii et aL, 1994; Lehtimaki
et aL, 1995) found decreasedlevels in AD patientscom­
paredto controls. But very recently, Yamadaet al. (1995)
showedgreaterlevels of apoE mRNA in AD brains
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The current study was designedto evaluateCSF apoE
level in diagnosisof AD. The original aim of this study
was to investigatethe clinical usefulnessof this measure­
ment comparedto other neurologicaland related diseases.
Therefore, in our study, we added a neurological control
group which was composedof subjects with a range of
acute neurologicalsyndromesother than AD (cerebrovasc­
ular disease,meningoencephalitis,motor neuron disease,
and low back pain). The genotypeeffect of apoE on its
CSF levels was also investigated.

2. Materialsand methods

2. J. Patient population

Thirty-eight patientswith probableAlzheimer'sdisease
(AD) (75.4 ± 9.9 years), 31 subjectswithout the presence
of any confirmed neuropsychiatricdisease(control group)
(67.4 ± 11.0 years), and 47 patients with other neurologi­
cal and related diseases(64,3 ± 13.0 years) - 7 patients
with cerebrovasculardisease(CVD) (70,4 ± 13.2 years),
la patientswith motor neurondisease(MND) (58.4 ± 13.6
years), la patientswith meningoencephalitis(ME) (65.6 ±
12.0), and 20 patients with low back pain (LBP) (64.3 ±
12.9 years) - were studied.

The clinical diagnosisof probable AD was established
by National Institutesof Neurologicaland Communicative
Disordersand Stroke - Alzheimer'sDiseaseand Related
Disorders Association (NINCDS AD RDA) criteria (Mc­
Khann et al., 1984). Ail patientswith AD had a Mini-Men­
tal State (MMS) score (Foistein et al., 1975) of less than
25.

Patients without AD and control subjectshad a Mini­
Mental Statescore of Fostein higher than 28. The control
group was composedof subjectsat which lumber puncture
has been released for diagnosis of fever or staging of
Iymphoma. Thesesubjectshad normal CSF cytology and
chemistry. This study had CHU Nancy Hospital ethical
committee approval and informed consent was obtained
from eachsubject.

Table 1
Main characteristicsof patientsand measuredvariables'(mean± SD)

2.2. CSF collection, apolipoprotein E: polymorphismand
leuel analysis

CSF was taken by routine lumbar puncture once in­
formed consent was obtained from each patient or their
family members.The sampleswere analyzed for protein,
glucose and cell content and stored in 0.2 ml aliquots at
- 196°C.

DNA was isolated from nucleated blood cells by the
techniqueof Miller (Miller et al., 1988). ApoE genotyping
was performed by HhaI digestion of PCR amplifïed frag­
ments spanning the apoE polymorphie sites (Hixson and
Vernier, 1990), When DNA was not available, apoE phe­
notyping was made using two-dimensionalelectrophoresis
as describedelsewhere(Lepageet al., 1986).

ApoE measurementsin CSF were performedby a Sand­
wich Enzyme-LinkedImmunosorbantAssay (ELISA) us­
ing affinity purified goat polyclonal anti-human apoE
(Ga E/E, from LM Havekes,Leiden, The Netheriands)as
capture antibody and the same antibody labeled with
horseradishperoxidase(GaE/EPO)as second antibody.
Ail CSF apoE measurementswere performedin duplicate.
In summary, the wells of plastic plates (Nunc Immuno­
plate, Polylabo) were coated with goat-anti-apoE(100 ,ul
of 1/1000diluted antibody in PBS)at4°C overnight.The
wells were washed three times with 0.05% Tween 20
(v/v) in PBS (250-300,ul/wash)and blocked with 0.1%
casein in PBS (150 ,ul/well) at' 3rC for 1 h. After tmee
washes, 100 ml of diluted CSF sampies and standard(16
mg/! of apoE in pooled serum, calibrated using purified
apoE obtained from Dr. M. Rosseneu(Gent University,
Belgium) 0-2.5 ,ug apoE/dl range) were incubatedat 4°C
ovemight. After fïve washes, the 2 nd antibody (1/800
dilution in 0.05% tween 20 and 1% Normal Goat Serum
(Sigma) in blocking buffer) was incubated(100 ml/weil)
for two hours at 37°C. After fïve washes, 100 ml of
tetramethybenzen(TMB) solution, preparedaccording to
manufacture's instructions (Organon Teknika); containing
per la ml of deionisedwater, 1ml of peroxidase-substrate
buffer (1 ml of solution containing 1 tablet of Urea Peroxi­
dase/IOml of deionisedwater, diluted in 10 ml of Sub-

Il

Age (years)
Sex (M%/F%)
CSF-ApoE(mg/!)
CSF-ApoE/CSFtocal protein (mg/g)
MMS (Foisteinet al.. 1975)

Alzheimer'sdisease

38
75.4± 9.9 b

39/61
2.07±0,80 e

5.26±2.28e

10.71±7.30

Controls

31
67.4± Il.
39/61
0.80±0.34
3.12±2.91
> 28

/ Neurologicaland relateddiseases

47
64.3±13.0
53/47
1.57± 0.67 d

4.18±3.51
> 28

, CSF ApoE to protein ratio were determinedon 30 AD patients,29 contro1s,and 44 patientswith neurologicaland relateddiseases.
b p < 0.05 comparedto control group. p < 0.01 comparedto neurologicaland relateddiseasesgroup.
e p < 0.0001 comparedto control group. p < 0.01 comparedto neurologicaland relateddiseasesgroup.

p < 0.0001 comparedto control group.
e p < 0,05 comparedCO conrrol group.
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• p < 0.01 (X 2 = 11.884),differencebetweenAD and control groups

AD CoctTol CVD �~�l�N�D LBP �~�R

(n=d8) Group (04) (n=10) (0:20) (0=10)
(n=d1)

Table 2
Allelic frequenciesof apoE in A[zheimer's diseasegroup and control
group

When we divided the neurological group into different
sub-groupsaccording to the type of pathology, we found
different distribution of apoE levels (Fig. lB). The CSF
apoE levels were 1.08 ±0.34 mg/I in CVD patients,
1.55 ± 0.51 mg/I in MND patients, 1.66 ± 0.76 mg/I in
LBP patientsand 1.76± 0.70 mg/I in ME patients.Com-

,/

Control group*

25
9,4%
75%
[5,6%

Alzheimer's diseusegroup ,

37
35%
59%
6%
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Fig. 1. CerebrospinaJfluid levels of apoE. A significant differenceexists
between the Alzheimer's diseuse (AD) group and either control and
neurologicaland relateddiseusegroups(p < 0.0001 and p < 0.01 respec­
tively) and betweenthe latter two (p < 0.0001) (A). The neurologicaland
re[aceddiseusegroup is subdividedinco 4 groups,CVD = cerebrovuscular
diseuse,1vŒ = meningoencephalitis,MND = motor neuron disease,and
LBP = low back pain (B). A significant difference exisls between the
Alzheimer's diseuse group and eicher control group and CVD group
(Kruskall-Wallis ANOVA, p < 0.05) and betweencontrol group and each
of the 3 groups MMD, LBP, and ME group (Kruskall-Wallis ANOVA,
p < 0.05). Bars represencthe mean in eachgroup.

n
ApoE4
ApoE3
ApoE2

strate buffer) and 200 ml TMB, were added to the wells
and incubatedfor 20 min at room temperature.

The reaction was stoppedwith 2.5 M sulfuric acid and
plates were read at 405 nm with the Titertek multiscan
plate reader(Flow Laboratories).The between-runCV was
10.8%.

ApoE levels in sorne CSF sampleswere determinedin
blind study by turbidimetry using reagentsfrom Daiichi
Pure Chemicals (Tokyo, Japan) on Cobas Mira (Roche
Diagnostics,Neuilly-sur-Seine,France).

Calibration was made automaticallyusing 1: 10 diluted
Daiichi standard(105:10 mg/!) to prepare a calibration
curve ranged from 0.178 to 10.50 mg/l. 50 ,u.l of CSF
samples were incubated at 37°C with 50 ml of goat
anti-humanapoE antisera (Daiichi) and 200 ml of phos- B

phate buffer. Absorbancewas read at 340 nm 6 min after
starting the reaction.Reagentblank was donewith purified
water. Concentrationvalueswere calculatedwith the cobas
program using the LOGIT/LOG5 calibration mode. The
between-runCV was 5.6%.

2.3. Statisticalanalysis

3. Results

Allelic frequenciescomparisonof apoEwere performed
using X 2 test. The comparisonof CSF apoE mean levels
in different groups was determinedusing Hest on ground
and adjustedvalues for age and sex or Welch test when
variances were not assumedto be equal. Nonparametric
Kruskal-Wallis test was used to compareCSF apoE levels
betweenpathologicalsub-groupsand either AD and con­
trol groups.A p-valueof 0.05 was consideredsignificant.
Ali data reportedwere analyzedwith the BMDp® statisti­
cal software(Los Angeles, CA).

Table 1 shows the main characteristicsof patientsand
controIs included in the study. The AD patientswere older
than eithercontrol and neurologicalpatients(p < 0.05 and
0.01 respectively)and, comparedto the latter patients,had
a higher proportion of females.

CSF apoE levels were elevatedin AD patientsin com­
parison to subjectswith neurologicaJand related diseases
otherthanAD (2.07 ± 0.80vs 1.57± 0.67 mg/!) p < 0.01,
who themseJveshad higher levels comparedto the control
group (0.85 ± 0.4 mg/]) p < 0.0001 (Table 1 and Fig.
lA). Since there was a difference in sex and/or age
betweengroups, we make the sameanalysiswith ajusted
valuesfor ageand sex. The resuJtsshowedthe samelevels
of difference betweengroups. The adjustedmeans were,
2.03, 1.57 and 0.80 mg/J in AD patients, controls and
neurologicaJand relateddiseasespatients,respectively.By
using the ratio of apoE to total CSF protein, we noted only
a significant difference(p < 0.01) with AD patientscom­
pared to controis (Table 1).
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type group, we formed 3 genotypegroups, (e2, e3 and
e4. The e2 group was composedof patientsgenotypedas
e2e2or e2e3,the e3 groupofthosegenotypedas e3e3
and the e4 group of those genotypedas e3e4 or e4e4
(individuals with e2e4 genotype were exc!uded). ApoE
polymorphismdid not appearto affect CSF-apoElevels in
the control group. In the AD group, CSF-apoElevels, even
not significantly different (p = 0.068), seemsto decrease
accordingto the allelic group 6'4 < d < e2 (Fig. 2). The
ApoE level in CSF of AD patients for each allelic group
was highercomparedwith that of control group. CSF-apoE
levels also did not differ significantly among any of the
subject categorieswhen we comparediodividuals with 0,
l, or 2 apoE 6'4 alleles (data not shown).

Fig. 2. Comparisonof CSF apoE level meansbetweenapoE phenotypes
in AD patientsand control group. Resultsshow decreasedlevels but not
significant in AD group (P = 0.068)accordingthe allele group c2 > d
> c4. No significant difference between allelic groups in the control
group (p = 0.19). However. in eachallelic group the levels of CSF-apoE
are significantly higher in the AD group compared to control group
(Kruskall-Wallis ANaVA. p < 0.05). The cl group was composedof
patients genotypedas c2c2 or c2c3. the c3 group with those geno­
typed as c3c3 and the c4 group of thosegenotypedas c3c4 or c4c4.
lndividuals with c2c4 genotypewere excluded.Bars representSEM.

parison of AD and control groups with each diseasesub­
group showed no significant differences firstly between
AD and eachof the 3 diseasesubgroups,MND, LBP and
ME, and secondly between control and CVD groups.
However, MND, LBP and ME had significantly higher
levels of CSF apoEcomparedto control group ( p < 0.05).

As expected,ap04 aIlele was over-representedin the
AD group (Table 2). We confirmed the high associationof
e4 with late-onsetsporadic AD (0.35 AD versus 0.094
controIs for e4 allele frequencies(p < 0.01). The allelic
frequencies of controis were similar to those that we
previously reportedin healthy individuals from Nancy and
Paris-France(Lucotte et al., 1994).

Becauseof the smaIl numberof subjectsin eachgeno-

Table 3
Summaryof results in the mains works studyingapoE in cerebrospinalfluid

4. Discussion

The frequency of apoE-6'4 aIlele in late-onset
Alzheimer'spatientswas shown to be comparableto most
recent studies (Poirier et al., 1993; Kuusisto et al., 1994;
Yoshizawaet al., 1994; for review seeSiest et al., 1995).

The increasedlevels of CSF-apoEin AD patients,are
indirectly supportedby the already reported results show­
ing that apoE mRNA is significantly increasedin brains of
patients with AD comparedwith those of controls (Di­
edrich et al., 1991; Yamadaet al., 1995). Moreover, the
high levels of CSF apoE in neurologicalpatientscompared
to controis are consistentwith the study of Carlssonet al.
(1991) who reportedincreasedlevels of apoE in the CSF
of neurologicalpatients,notably thosewith acuteor chronic
inflammatory central nervous system disease(Table 3).
Our results corroborate findings that apoE is increased
following neuronaldamage(Mahley, 1988; Poirier et al.,
1993).

However, previous studies measuringapoE concentra­
tions in cerebrospinalfluid of AD patients reported vari­
able results. Sorneof them (Blennow et al., 1994; Pirttilii
et al., 1994;Lehtimaki et al., 1995)reportedthat CSF-apoE
levels were lower in thesepatientscomparedto controls.

Rifai et al. (1987)
Carlssonet al. (1991)
PirttiHi et al. (1994)
Blennowet al. (1994)
Gaillard et al. (1996)
Rosieret al. (1996)
Our resulls

Method

Immunoturbidimetry
ELISA
ELISA
ELISA
TR-IFMA C

ELISA
ELISA

Alzheimer

ND
ND
4.93±2.2 . (n = 69)
1.5± 1.2 .•. (n = Il)

ND
1.49± 0.07 (n = 16)
2.07± 0.80 ...(n = 38)

Controls

1.4± 0.5 (fi = 26)
5.9± 1.6 (n = 64) .
5.58± 1.7 (n = 71)
5.0±2.7(n = 10)
5.5± l.l (n = 10)
1.68±0.14(fi = la)
0.80±0.34(n = 31)

Otherpathologies

1.63± 0.6 ' (n = 33)
7.4±3.1 •. (fi = 483)

3.1 ± 1.5 b' (fi = 10)
3.4±2.3 ' .• (fi = 29)
1.60± 0.11 (fi = 20)
1.57± 0.67 ••• (n = 47)

a Multiple scierosis patients.
Frontal lobe dementia.

C Time-resolvedimmunofluorometricassay
p < 0.5.•• p <: 0.01, ..• p < 0.001 comparedto controls.

ND, nol determined.
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One recent study (RosIer et al., 1996) showed no differ­
ence betweengroups (seeTable 3). Differences in overall
CSF-apoEconcentrationsbetweenstudies may be due to
methodologicaldifferences(Table 3). Antibodies and cali­
bration are the main critical points. But the reporteddiffer­
encesbetweencontrols and AD patientsmay be explain by
others factors. Among the explanationsfor these discrep­
ancies may be a difference in selectioncriteria of controls
and/oralso an heterogeneityin the AD group.

The methodologicalhypothesisseemsunlikely, as we
used a immunoturbidimetricmethod using a secondanti­
body to human apoE with sorne CSF samples(9 AD, 6
controis and 10 non-AD patients) and obtained respec­
tively 5.76 ± 1.31, 3.29 ± 1.18 and 4.05 ± 2.76 mg/l. The
mean value was 2.5 times more elevated than that found
with ELISA. With this method, the samedifferenceswere
maintainedexceptfor the neurologicalgroup which showed
no differencescomparedto other groups.

The difference in the selectioncriteria of controls may
be a reasonableexplanation.In the study of Lehtimaki et
al. CI 995) apoE concentrationswere measuredin serum
and CSF correspondingto controis suffering from patholo­
gies (tension headache,cervical syndrome,migraine, psy­
chosomaticdisorders,polyneuropathy, Parkinson's disease,
brain tumorsand cerebralinfarction) and no specifieanaly­
sis of CSF-apoErelationshipwith thesedifferent diseases
was realized.

Heterogeneityin the AD groups is also linked to apoE
polymorphism. Our AD group comported lower 6'4 fre­
quenciescomparedto those of Lehtimaki (0.35 vs 0.55).
Since we showeddecreasedtendencyof CSF-apoEof AD
patientswith 6'4 isoform, the higher frequenciesof 6'4 in
Lehtimaki's AD patients may be the origin of decreasing
CSF-apoEmean in this group comparedto controls.

In our study, CSF-apoElevels were, independentlyof
age and sex, significantly higher in AD patients than in
very well-selected control subjects or those from other
neurologicaland relateddiseases.However, in theselatter
patients, CSF-apoElevels were dependenton the specifie
pathology. CSF-apoElevels in CVD patientswere simi1ar
to control subjects.Patientswith NMD, ME, and LBP had
increasedlevels of CSF-apoEsimilar to AD patients.

The inclusion of a diseasecontrol group is very impor­
tant to verify the already reportedresultsand to show that
the increasein CSF-apoElevels in the AD patientsproba­
bly reflected an inflammation reaction and/or neuron
damagethat may be common to AD and other diseases
such as meningoencephalitis,motor neuron disease,and
low back pain. It is important to note that apoEconcentra­
tions were also found to be increasedin the plasma of
individuals suffering chronic low back syndromeand mo­
tor neurondisease(VanderPuttenet al., 1993; Ikeda et al.,
1993; Cameronet al., 1995), and seemedto result from
chronic inflammatory insults associatedwith damagenerve
regeneration.Here we reportedincreasedlevels of apoE in
the CSF o'f patients suffering from the same pathologies.

Our resultssupportthe hypothesisthat apoE is involved in
the pathogenesisof neurodegenerative disorders and can
be a marker of neuronaldamageor inflammatory process.
ApoE might be secretedby astrocytesas a non specific
reaction to neuronaldamage,perhapsto allow local distri­
bution of lipid arising from breakdownof neurons.

By extending the observationof apoE effect on nerve
regeneration(Handelmanet al., 1992; Poirier et al., 1993),
we support the hypothesisthat apoE may protect against
the progressionof neuronaldamagesthat occur with sorne
central nervoussystempathogenesis.This ability is medi­
ated by interaction with sorne specific receptorssuch as
low density lipoprotein receptor(LDLR), very low density
lipoprotein receptor(VLDLR) and low density lipoprotein
receptorrelated protein (LRP). The latter two seem to be
associatedwith AD (Rebecket al., 1993; Tooyamaet al.,
1993; Okinzumi et al., 1995). On the other hand, we
showed, by in vitro assay, that in addition ta the apoE
genotype, the apoE content of VLDL is an important
determinantof the receptor binding properties of VLDL
(Bohnet et al., 1996). Our results showing CSF apoE
'total' levels elevatedin sornepathologiessuchas AD, the
importanceof the apoE content in lipoproteins should be
investigatedand verified in future studies.Such an eleva­
tion in brain may be implicated in apoE deposition alone
or with other components(Wisniewski et al., 1995).

The ability of apoE in repair or remodelingseemsta be
dependenton its polymorphie variability. The linkage of
6'4 with AD may be explained by its lower effect on
neuron regenerationor stabilization. On the other hand,
apoE4 appearedto have a negative chaperoningrole on
A f3 depositionin the AD brain and correlatedto densityof
senile plaquesin brain (Rebecket al., 1993; Schmechelet
al., 1993). An alteration of both the lipid transportsystem
during neuronal remodeling and clearance of A f3 via
apoE-Af3 complexescould be central to the AD process.

The tendency of CSF-apoEconcentrationto decrease
with 6'4 allele comparedto 6'2 and d may be 1inked to
the higheraccumulationof this isoforrn in amy10idplaques.
This phenomenamay be favored by its preferentialbinding
to A f3 protein or LRP. But this tendency should be
confirrned with a larger numberof patients.

In conclusion, we have found that CSF apoE levels
increasesignificantly with AD comparedto controis and to
other neurologicaland relateddiseasesandso is with sorne

/'
pathologieslike motor neuron disease,meningoencephali-
tis and low back pain compared to controIs. This may
indicate a common mechanism between these diseases
linked to an inflammatory process.

Our results underline the importanceof selectioncrite­
ria of controis which must be subject to rigorous recruit­
ment and besides suggestedto go thoroughly into CSF
apoE comparisonbetween groups according to genotype
notably but also age and sex. Finally, in the context of its
role in neuronaldamagereparation,apoE may be used to
follow up efficiency of the future therapeutics.
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Figure 1. RelationshipbetweenapolipoproteinE in CSF and
aging. ('f) P < .001.

INCREASED OXIDA TIVE DAMAGE IN
LYMPHOCYTES OF ALZHEIMER'S DISEASE
PATIENTS

Theseresultssuggestthat in the sameway as in central
nervoussystempathologies,ApoE may play a role in the
dendritic remodelingand compensatory synaptogenesisthat
occurwith normalaging; theyalsounderlinethatagemustbe
takeninto accountin casecontrolstudiesasa factor affecting
ApoE Ievels in cerebrospinalfluid.

REFERENCES

Hubert Blain, MD
ClaudeJeandel,MD

Nancy-BraboisUniversity Hospital

AksamMerched,MSc
SophieVisvikis, phD

Gerard Siest,PhD
URA CNRS597

Vandoeuvreles Nancy, France

1. PoirierJ. ApolipoproteinE in animal modelsof\CNS injury and in Alzhei­
mer'sdisease.TINS 1994;17:525-530,

2. YamadaT, Kondo A, TakamatsuJI et al. ApolipoproteinE mRNA in the
brainsof patients'Alzheimer'sdisease.J Neurol Sei 1995;129:56-61.

3. Linton MF, Gish R, Hubl ST et al. Phenotypesof apolipoproteinA and apo­
lipoptotein E after liver transplantation.J Clin Invesr 1991;88:270-281.

4. MerchedA, Blain H, Visvikis S et al. Cerebrospinalfluid apolipoproteinE
leve! is increasedin late-onsetAlzheimer'sdisease.J Neurosci,1997;145:33­
39.

5. Ziokovic BV, Marte! CL, Ivlackic JB et al. Brain uptakeof circularing apoli­
poproteinJ and E complexedto Alzheimer'samyloid {3. Biophys ResCom­
mun 1994;205:1431-1437.

To the Editor: Oxidative stresshas been involved in the
pathogenesisof severalneurodegenerativediseases.Freerad­
icals can damagecellular structures reacting with lipids,
proteins, and nucleic acids. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-0HdG) is a reliable markerof oxidative DNA modifica­
tion. High levels of 8-0HdGwere found in lymphocytesor
mononuclearcells of subjectssuffering from different auto­
immune diseases1 or diabetes.2 In a previous study,3 we
found a marked increaseof nuclear and mitochondrial 8­
OHdG in brains of Alzheimer disease(AD) patientscom­
paredwith normalagedsubjects.In orderto further evaluate
the presenceof oxidative damagein AD, we measured8­
OHdG in lymphocytesobtainedfrom 12 AD patients(mean
age::!:: SD 73.3 ::!:: 6.0) and 12 normalcontrols (meanage ::!::
SD 75.8 ::!:: 6.4). Ten milliliters of heparinizedblood was
layeredon Lymphoprep(Nycomed)andcentrifugedat 800g.
NuclearDNA wasextractedfrom pelletedlymphocytesafter
osmotic Iysis of red blood cells and washing with saline.
8-0HdG was measuredby meansof HPLC with electro­
chemical detection as previously reported.3 A significantly
highercontentof 8-0HdG,expressedas fmoll,ug DNA, was
found in lymphocytesof AD patients (40.4 ::!:: 12.2; range
24.9-59.8)comparedwith controis(23.7::!:: 7.2; range14.0­
35.2) (P < .001) (Figure 1). This finding might reflect an
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APÔLIPOPROTEINE LEVEL IN CEREBROSPINAL
FLUID INCREASESWITH AGING

To the Editor: ApolipoproteinE (ApoE) is thoughtto play a
pivotaI role in the mobilization and redistributionof choles­
terol and phospholipidsafter neuronaldamage.The loss of
synapses,suchas occursin Alzheimer'sdisease(AD), seems
to inducea reactivesynaptogenesisfrom undamagedneurons
that coincideswith increasedexpressionof ApoE in astro­
cytes and ApoE LDL receptorsbinding activity in deaffer­
entedlayers.1,2

ApoE, the principal apolipoproteinin the cerebrospinal
fluid (CSF), is essentiallyderived from the brain and, there­
fore, can reflect cerebralApoE production.3 The ApoE CSF
level is shown to be increasedin sorne neurodegenèrative
diseases,suchas AD, and in inflammatoryconditions.4, We
hypothesizedthat ApoE also plays a neurotrophicrole in
physiologicalneuronalaging.

To determineif ApoE variesin the CSFaccordingto age,
we measuredCSF ApoE concentrationin 40 patients (18
men, 22 women, mean age 60.52 ::!:: 16.56 years, range
26-89 years) without any symptomsor signs of central or
peripheralnervoussystemdiseaseandwithout CSFcytology
or chemistrydisorder.Lumbarpunctureswereperformedfor
diagnosisof fever or stagingof lymphoma.ApoE measure­
mentswere performedby ELISA methodas describede1se­
where.4

The analysis of results by linear regressionshowed a
positive correlation of ApoE with age (r = .51; P < .001)
(Figure 1). When we used the ratio of ApoE to total CSF
protein,we found thesametendency(r =.38;P< .001).This
evolution was Iinked neither to the sex nor to the variant
allelic of ApoE (e.g., the threeisoformsApoE2, ApoE3, and
ApoE4) (resultsnot shown).

To our knowledge, this is the first study reporting an
increasein ApoE concentrationin CSF with aging. Because
ApoE has limited accessacrossthe blood-brainbarrier,swe
can admit that the increasedCSF APOE level with normal
aging is the result of an increasein local synthesis,perhaps
linked to the physiologicalneuroncellloss.

JAGS 45:1536-1540,1997
© 1997 by the AmericanGeriatticsSociety 0002-8614/97/$3.50
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Abstra<:t

ln arderto ev<aJu<1te genetfc apoflpaprotein polymorphisms as rlsk factors for AI,heimer's disease (AD), we studied apolipo­
protein (apo) AIV after apoE, an apollpoproteinalso presentin the braln. The allelic distribution of apoAIV codon 360 poly­
morphism was no different in AD group (ri" 120) .comparedwrth elderly healthy individuals (n =119). Surprisingty, ttlis
potymorphismwas over-re.presented, (11.40%, vs_ 5.7% P < 0,005) in ail these aged subJects (74.29 ± 8.46 years) and inde­
pendently of the clinicat and mental status cornpared.with the younger population (39.00 j; 9.69 yearo) of thé sameregionaJ
recruitment. Theseresutl:s suggesttM! the apoA1V (36D:Hls) allele could be a markerof aging and longevity. @ 1998 Elsevier
Science freland Lid. .

Keywords: LangevÎty; Genetlc marker: Alzheimer'sdisease;Apoflpoprotein E; Apollpoprotein AIV (360:Gln:His); DNA pofy­
morphism

Apolipoprotein (apo) AIV is a componentof chylomi­
cronsandh.igh-densltY Upoproteinswhich showsa genetic
polymorpbü,min CaucasianpopulationswiÙJ two cornmon
alleles,ApoAIV -1 andApoAIV -2. Previously,we identified
thesealleles to be a resultof glutamine(CAG) ta histidine
(CXf) substitutionatcodon360 [1]. Po5ÙÙil.tcdfunc::tiOIl5 of
this 8.fXllipoprotein include: acting·as an activator·of the
enzymelecithin:cboleSŒrolilcyltransferase(LeAT) [201.
promotingremovalof cellularcholesterolfrom extrahèpatic
tissue. [21] and IIlooulating· the activation of lipoprotein
lipase by apoC-TI [9]. Genetic-associatienstlldies ha.ve
demon:strateda. �~�l�a�.�t�i�o�n�s�h�i�p betWeenapoAN polymorph­
is:m and interindividual variability iu. plasmacholesterol,
triglyceride andglucoselevels in supposedlyhealthypopu­
lations, but the resultshave beensomewhatcontroversial

,; (N:,15-17,25].Little is known about the function of tbis
apolipopmtcinat the lève! of the central. nen'oussystem
CCNS).SornestudieshaveattributedroIesta apoANduring
dcgener-a.tiveand regenerativeprocessesin the peripheral
andcentralnervoussystems, as weB asduring deveJopment

• Correspond1r19 author. Fax: +33 383 448721;
e-mail: garard.sies@anp_u-n2f1cy.fr

in cel! cultureandanimalrnodels[3,10]. Otherssuggestthat
apoAIV may act in the CNS il.$ a factor to control appetite
during food intake [81.

Xt was reportedthll.t apoAIV was first supposedw cross
theblood-brain-barrier(6,14).However,the recen!locaIlza­
tien of apoAIV within the brain [12] and in the CSF [2]
increasesthe potential role of this protein in the CNS.
Unch311ged apoAlV expression in Alzb.eimer's �~
(AD) brmns comparedwith controls sugge.ststha!. qualita­
tive railier man quantitativechangemay he liillœd to tbis
pathology.Collectjvely, thesedataled u.s te investigale the
common apoAIV polymorphism implication in AD. We
report our findings as a responseto very receni re.-"lllts
reportingan associationof the apoAlV codon360 mutation
wit1l AD [4J.

The population studied included 120 patients (88
feroales,32 males)with probableAD establishedaccording
ta the criteria of ÙJe NINCDS-ADRDA work group. AlI

patientswith AD had a mlni-ment.a.l st3.te (MMS) scoreof
Jessthan 25. Moreover. Wè inc1udeda populationoÎ 119
presumed-nealthyelderly subjeets(62 �f�e�m�a�l�~�, 57 males)
participatingin systematichcalthscreeningal theCenterfor
PreventiveMedicjnein Nancy,France.The&:: $ubjecrsWtle

0304-3M0J981S19.00 © 1998 Elseviet Science Ireland lId. Ali rlghls rese<ved
PIl 80304-3940(98)00025-1



2 A. Mercfled at 3/.! NeIJrcJsc[snce Letr8rs 241 (1998) 1-3

Table 1

ApoE and AIV alleilc dlstriblltions În AD and control groups

AD patients Elderly control group Ail elderly General populatiorf

n (M/F%)
Age (years ± SD) .
AIV allelic Il"""èQuency (AIV-2)
ApaE aUeJicfr$quenc;y

�E�4�~

E3
!2

120 (27.5172.5)
77.87t 8.47

9.5%

27.70%
6S.S40/0
5.46%

119 (51.8148.2)
70.68 �~ 6.52
13.27%

12.2.70/0
79.55%
8.18%

�~�3�S {fiO.4J39.6)
7429± 8.46
�1�1�.�3�8�%�~

264 (50.4149.6)
39.00± 9.69
5.68%

.-

�~ trom our pr8vious results [231.
b P < 0.005 comparoo with general population.
�~ P <: 0.0005 for comparison belween AD and elderly control group$.

supposedto he free of AD'symptomsafter clinical exam­
{nationsperfonnedby generalc1înicians.The resultsof this
study werecomparedwith thosepreviouslydescribedfrom
the gencralpopulationof the same'region (23].

Genotypîng was perfonned with DNA isolated from
. nudeatedbl00d cells [18}. The-ApoEgenotypewa.,.. �d�e�t�e�r�~

mined as described"dsewhere(13]. ApoAIV codon 360
genotypingwasperformedwilh il techniqueusing-a bispe­
cific-allele primer amplification establishedin ou.r labora­
tory (26]. In this techniquea simplr:: dectrophoresisof peR
producl:Sïs u.sedfor lyping thevariational codon360.WhelJ
DNA wasnotavailable,apoEandapoAIV phenotypjngwas
penonned using two-dimensional electrophoresîs as �~�1
describedelscwhere[22,23).

The frequencyof apoAIV alleles was not significantly
differentbetweenAD and the elderly co.ntrolgroup (Table
1). However;in bath groups,apoAJV (360:His) aUele fre­
quencywashigher than in the generalpopulation.with a
meanage of 39.00±9.69 years, cmnparedWiÙl 70.68 ±
6.52 years for elderly' and 77.87± 8.47 yeatS for AD
patients (P'< 0.05 and P < 0.001, respectively).These
resultssuggestfual: this mutation îs over-representedai an
advancedage and is net linked ta AD risk.

Next theresultswereanalyzedwjÙ1 respectto apoEpoly­
morphismandthe presenceDr absenceof the e4-aJ.lele:the
majorgeneticrisk factorofAD (Table2). 1rrespectiveof me
presenceor the absencethis allele, individualshave thl;!
s.ameapoAIV allelic distributionand therei8 no significant
adèlitionalrisk for AD for the apoAN (360:Gln:His) all!.':le
carrier.>. In theAD group,the mini-mental;;core [71 wasnot
"infiuencedbj apoAIV 360'polymorphism(not shawn),

The comparisonof the frequency of apoAIV alleles

TabJe2

describedhereandpreviausly�~�p�o�r�t�e�d revealedsimiJariries
in AD patients but aIso very 'ûgnificant diffe.rences in
elderly control groups(13.21%here YS. 3.5% ID the study
of Csazaret al [4]) despite the same mean age for both
groups.The �r�e�~�u for this discrepancyis unclear.Never­
theless,it is interestingto note that the control populations
in bathswilles wereaIsodiffereDt in ApeEgenetics.ApoE4
frequencyin ow group was 12.27%and it Wa.$ 7% in the
study df Csazaret al. [4}. This is relà.tively low compared
witb thefrequencyof ùlis aUelein thegeneralpopulationof
manyEuropeancounrries(see[19] for review). It 1$ aIsolow
comparedwith what is alIeady reportedin larger populaw

tians by the same authors [):9:j who reporteda f4...allele
frequencyof 12..9%i.n a satnp1eof 202 subjeetS.

.Of pnmaryinterestin thecurrentstudyis thefact thatthe
frequencyof the apoAlV 360 mutationwasrdativdy ele­
vatedin theelderlypopulation,indcpendendyof thecliuica1
state(e.g. in dthei mAD popula.tionor the control grov.p
comparedwith younger individuals).This IDuta1:Î.on was
also frequent in 26 patients with vascular demenria
(9.26%,not shown).Thesefinding suggest!bat this �I�D�u�t�a�~

tianmayhelînkedmoreto healthyagiogor 'longevity' than
ta a specifie agingndisease.It is ciear that apoAN
(360:G1n:His)�~�l�l�e�l�e �f�r�e�q�\�l�è�n�~�i�e�s aredîfferentbetweenEurn

oJ;Jean counrries wîth a gradient iuc:rr:asing from norlh
(4.9%) to south(10.5%) [5]. However,tb= datawcre col­
lectedfrom youngerpopulationsanddid notaddr8">s elderly
populations.The relevanceof the potential implication of
the.apoAIV (360:Gln:His) allele in aging is beyond the
scopeof this stl.ldy. This questionc.anhe addressedbetter
in n populationwhich încludesoldersubjects..

11 is notewarthythat the 360 mutationof apoANcanfers

ApoA1V 360 aflelïc distrïbution accordlng \0 �~�4�·�a�J�I�8�J�8 presence belWeen AD and elderly control group

With 1 or 2. e4-ellele Wrthaut �~�a�J�l�e�l�e

Subjects AD patients �~�n�t�r�o�l�s AD patients contrais

WcthoutAIV-2.-àJleJe 48 20 48 63
WIth 1 or 2 �A�I�V�~�2�-�a�J�l�e�l�e 10 6 12 21
Odds ratIo {confidence interval} 0.69 (0.22-2..15) 0.75 (0.50--1.13)
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a structuralchange [24] that may lend. it to be morehydro.
phobie,moreefficient in LCAT activationandbetterlinked
to lipoproteins.AU thesefunctions.with othersto be deter­
mined. mllY proteçtfromcardio and �c�~�r�c�b�r�o�v�a�s�c�u�l�a�r dis­
�~�a�s�e�s�. Our resl,llts suggest that a,!?oArv(36ü:His) could

.modulateaging-aS$ocÎatedfunctionsandneedsto be inves­
tigatedin longeyity studies.
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ABSTRACT

Apolipoprotein (apo) D is a member of the lipocalin family of proteins. Most members

of this family are transporters of small hydrophobie ligands, although in the case of

apoD, neither its physiological function(s) nor its putative ligand(s) have been

unequivocally identified. In humans, apoD is expressed in a number of tissues,

including the central nervous system, and its synthesis is greatly increased during

regeneration of peripheral nerves. As apoD may have an important function in the

nervous system and, particularly, in nerve regeneration, we measured

immunoreactive apoD levels in the hippocampus and in cerebrospinal fluid (CSF) of

patients with either Alzheimer's disease (AD) or other neuropathologies. In parallel,

we determined the concentrations of apoE, another apolipoprotein also implicated in

nerve regeneration and in the etiology of AD. ApoD but not apoE, was increased in

the hippocampus of AD patients compared to controls. ApoD concentrations, as

determined by radioimmunoassay, were significantly increased in the CSF of AD

patients (4.23±1.58) and patients with other pathologies (3.29±1.35) compared to

those in the CSF of normal subjects (1.15±O.71). Although the differences were

smaller than for apoD, the mean apoE concentrations in the CSF of both groups of

patients were also significantly higher than those of controls. In AD patients, apoD,

but not apoE, levels increased as a function of inheritance of the cA apoE allele. This

study therefore demonstrates that increased apoD levels in the hippocampus and in

CSF are a marker of neuropathologies including AD and are independent of apoE

concentrations.

Keywords: Alzheimer's disease, ApolipoproteinD, ApolipoproteinE, Neurodisorders,

Neurodegeneration, Nerve Regeneration
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INTRODUCTION

Apolipoprotein 0 (apoD) is a 169 amino acid glycoprotein of apparent Mr

29,000 that was originally identified as a component of high density plasma

lipoproteins (HDL) and was subsequently shown to be identical to GCDFP-24, a

progesterone-binding protein present in high concentration in mammary gross cystic

fluid (1-3). ApoD is one of the lipocalins, a superfamily of proteins (3) that adopt an

8-stranded p-barrel tertiary structure and transport small hydrophobie ligands (4).

Several candidate apoD ligands have been proposed. In addition to progesterone,

apoD can bind pregnenolone (5,6), bilirubin (4) and arachidonic acid (7) with high

affinity. Whether any or ail of these molecules represent physiological ligands of

apoD remains to be proven. In rhesus monkey (8) and rabbit (9), apoD expression

occurs primarily in interstitial and connective tissue fibroblasts of spleen, adrenals,

lungs, and testes and, within the central nervous system (CNS), in astrocytes and

oligodendrocytes of the white matter (8,10). In mouse and rat, apoD expression is

essentially restricted to the CNS with very high levels in the spinal cord, cerebellum

and the brain (11). Patel and al. (12) have also shown that apoD is constitutively

secreted by rat astrocytes. Cultured human fibroblasts express apoD only when in a

growth arrested state (13) and its expression in human breast carcinoma cell lines is

up-regulated by androgens (14-16) and retinoic acid (17) and down-regulated by

estrogens (14).

ApoD mRNA and immunoreactive apoD protein levels increase approximately

40 and 500 times, respectively, in rat peripheral nervous tissue after experimental

injury (18,19). Other apolipoproteins, apoE, apoA-1 and apoA-IV also accumulate at

the site of regeneration (20) but only the increases in apoD and apoE concentrations

result from local synthesis. Although apoE is thought to play a role in lipid

redistribution after neuronal injury (21), peripheral nerve regeneration is not impaired

in apoE (22) or apoE / apoA-1 (23) knockout mice. In the CNS of mice, on the other

hand, apoE is important after injury and its absence results in synaptic loss (24).

ApoE is a 299 amino acid protein that exists as 3 common isoforms, apoE2, apoE3

and apoE4 encoded by 3 co-dominantly expressed alleles (21). ApoE genetic
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polymorphism is associated with susceptibility to Alzheimer's disease (AD). ApoE4

is considered to be a susceptibility gene that both increases the risk of AD and

lowers the age of its onset (25-29). In contrast, apoE2 appears to be protective and

is associated with a lower risk of AD and an increase in the age of onset (30). In

addition to the genetic association between apoE polymorphism and susceptibility to

AD, immunoreactive apoE can be observed within the neurofibrillary tangles and �~�­

amyloid proteins in the senile plaques in the brains of AD patients.

ln spite of a lack of similarity in structure, apoD and apoE share a number of

common properties including their tissue distribution and the increase in their local

synthesis following nerve injury. Within the central nervous system, the two proteins

may play a coordinated role in both normal and pathological situations, including that

of AD. We have, therefore, measured apoD and apoE levels in cerebrospinal fluid

(CSF) and hippocampal tissue of AD patients, patients with other neuropathologies

and normal subjects. Our results show a large increase in the concentration of apoD

in the CSF of patients with AD or with other neuropathologies. We discuss the

significance of this increase and possible roles of apoD within the CNS.

MATERIALS AND METHODS

Patient populations, CSF and Hippocampus collection and apoE polymorphism

ApoD and apoE concentrations were determined in the CSF of 41 patients with

AD (75.4 +/- 9.9 years), 11 subjects without the presence of any confirmed

neuropsychiatrie disease (control group, 67.4 +/- 11 years) and 29 patients with other

neurological diseases including cerebrovascular disease, motorneuron disease and

meningoencephalitis (64.3 +/- 13 years). The CSF samples were obtained (at the

Centre de Medecine Préventive, Vandoeuvre-lès-Nancy, France) , by routine lumbar

puncture once informed consent was obtained from each patient. The samples were

analysed for protein and stored in 0.2 ml aliquots at -196 0 C. The c1inical diagnosis of

probable AD was established by the National Institute of Neurological and

Communicative Disorders and Stroke. Patients without AD and control subjects had a
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Mini Mental State Score of Foistein higher than 28. Patients with AD had a Mini-Mental

State score of Fo/stein lower than 25. The control group was composed of subjects at

wich lumbar puncture has been released for diagnosis of fever or staging of Iymphoma.

These subjects had normal CSF cytology and chemistry. DNA was isolated from

nucleated blood cells by the technique of Miller (Miller and al., 1988). ApoE genotyping

was performed by Hha1 digestion of PCR amplified fragments spanning the apoE

polymorphie sites (Hixson and Vernier,1990). This apoE genotyping was done at The

Centre de Medecine Préventive as described by Merched et al., 1996 (56).

Human hippocampal tissue from 72 AD patients and from 35 control subjects were

obtained from Dr. Carol Miller (USC school of medecine) of the Alzheimer Disease

Research Consortium of LA and Orange Counties. Frozen tissues from autopsy

confirmed caucasian cases of sporadic AD : females ( n =9, age=79 +/- 2 years), post­

mortem delays (PMD) = 5.2 +/- 1 h.; males (n=13, age = 80 +/- 1 years, PMD = 4.5 +/­

0.7 h.). Controls were : females ( n=5, age = 67 +/- 4 years, PMD =11 +/- 2.7 h.) and

males ( n=10, age = 54 +/- 5 years. PMD = 8.5 +/- 1h.) as described in reference 45.

Genomic DNA was isolated from frozen frontal cortex and apoE genotype was

determined by PCR using allele-specific primers according to Nalbantoglu and al., 1994

(57).

Electrophoresis and immunoblotting

Hippocampal tissue was homogenized in KP04 10mM - KCI buffer (pH 7.4).

Samples (15 !J.g protein) were subjected to sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis ( SOS-PAGE) under reducing and non-reducing conditions using 12%

acrylamide gels (31). The migrated proteins were electrophoretically transferred to

nylon membranes and, after saturation with 3% bovine serum albumin (BSA), the

replicas were exposed to the anti-human apoD monoclonal antibody, 2B9 (32,33) or the

anti-human apoE monoclonal antibody, 3H1 (34). Bound monoclonal antibody was

detected by an anti-mouse IgG-horseradish peroxidase conjugate using the ECL

detection system (Amersham).
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Radioimmunometric assay

ApoD was quantified in CSF by a solid phase immunometric assay using the anti­

apoD monoclonal antibody 2B9 as was previously described (33). Immulon Il

Removawells (Dynatech) were coated overnight at room temperature with 50 �~�I of a 1 �~�l�g

/ ml solution of purified human apoD in 5mM glycine, pH 9.2. The wells were washed five

times with 0.25% Tween 20 in PBS and then saturated with 300 �~�I of 1% bovine serum

albumin (BSA) in PBS for 60 minutes at room temperature. This solution was then

discarded and the wells were refilled with 100 �~�I of a mixture of antibody and test CSF

which was incubated for two hours. The appropriate dilution of 2B9 antibody had been

determined in previous titration experiments. To make the mixture of test CSF and

antibody, equal volumes of diluted antibody and diluted CSF were mixed. Ali dilutions

were made in 1% BSA. The mixtures were incubated overnight at 4°C before addition to

the saturated wells. After the two hours incubation, the contents were discarded and the

wells were washed again with Tween-PBS buffer as before. Bound 2B9 antibody was

detected by a 2 hour incubation with appropriately diluted 1251-anti-mouse IgG. The wells

were washed as before and radioactivity was counted. The assay was calibrated using

pure apoD as the standard.

Statistical analysis

Statistical differences between the CSF and hippocampal levels of the

apolipoproteins between the clinical group and the control group were evaluated using

an analysis of variance and a multiple comparison test on the least-squares means.

RESULTS

Tissue extracts of hippocampus (Figure 1A) or CSF (Figure 1B) from AD patients, from

patients with other neuropathologies or from control subjects were analysed by Western

blotting for the presence of immunoreactive apoD and apoE. These were age-matched
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subjects and the apoE2, E3, E4 genotypes are indicated above each sample. 80th

apolipoproteins were detected in ail hippocampal extracts and in most CSF samples.

ApoD seemed generally more abundant in both hippocampus and CSF of AD patients

when compared to the age-matched control, although the concentration of apoE showed

considerable variation. The bands representing apoD and apoE in hippocampal extracts

of 72 AD patients and 35 controls were quantified by densitometry and the results are

shown in figure 2A. ApoD levels in the hippocampal extracts were significantly higher

(p<0.005) in AD patients than those of control subjects. Some studies have reported

apolipoprotein variations in the CSF of patients with neuropathologies. We were

therefore interested to measure ApoD and apoE levels in the CSF of AD patients. This

was done by an accurate radioimmunologic assay and the results are shown in figure

28. The apoD levels in the CSF of AD patients (4.23 ± 1.58) were 3 to 4 fold higher

(p<O.0001) than those of normal subjects (1.15 ± 0.71). Also, the apoD leve/s in the CSF

of patients with other neuropathologies (3.29 ± 1.35) were also significantly higher

(p<O.0001) than those of normal subjects (1.15 ± 0.71). This suggest that the increased

concentration of apoD in hippocampus and CSF is not restricted to AD pathology since it

is also increased in several different neuropathologies. A much smaller variation was

observed for apoE in CSF between patients and controls. Nevertheless, apoE

concentrations were higher in the CSF of AD patients and of patients with other

neuropathologies than in the CSF of normal subjects (p<O.001 and p<0.05,

respective/y). Since the inheritance of an E4 allele is a risk factor in AD, we have

determined if apoD concentration varied as a function of the apoE genotype within our

patients and control groups. The apoD and apoE levels in hippocampal extracts and in

CSF of the AD patients and normal controls were further analysed in terms of the apoE

genotype of the subjects. Interestingly, the apoD concentrations in hippocampal extracts

from AD patients with the E3/E3, E3/E4 and E4/E4 genotypes were significantly

(p=O.001) higher than those of control subjects of the corresponding genotype (Figure

3A). More impressive, however, was the correlation between the concentration of apoD

in the CSF of AD patients and the apoE genotype shown in Figure 4A. Indeed, the apoD

concentration in the CSF of E4/E4 AD patients (5.8 ± 0.73) was significantly higher than

that of E3/E4 AD patients (4.78 ± 0.6) which, in turn, was significantly higher than that of

7



E3/E3 AD patients (3.05 ± 0.19). No differences were seen in the apoD levels in the

CSF of control subjects as a function of apoE genotype (Figure 4A). In contrast, apoE

levels in hippocampal extracts (Figure 38) and CSF (Figure 48) of AD patients and

controls appeared to be independent of the apoE genotype.

Since the group of AD patients was significantly older than the control group, it is

possible that the higher apoD and apoE levels could reflect age differences between the

groups. However, as shown in Figure 5, neither apoD nor apoE concentrations in the

CSF of AD patients or control subjects were correlated with age. Moreover, no

differences were observed in the apoD or apoE levels in CSF between males and

females for any of the subject groups (not shown).

DISCUSSION

We have demonstrated increased concentrations of apoD in the CSF of

patients with AD and a variety of other neuropathologies compared to those in the

CSF of normal subjects. ApoD represented up to 1% of total protein in the CSF of

AD subjects. In subjects with other neuropathologies apoD accounted for 0.9% of

CSF protein and in normal subjects 0.35%. While apoD concentrations in plasma

are much higher than those found in CSF, apoD contributes only about 0.15% of

total plasma protein (33). Compared to normal subjects, increased immunoreactive

apoD levels were also found in the hippocampus of AD patients. While we can not

exclude a pathology-associated increase in selective transfer of apoD across the

blood-brain barrier in the patients, given the known tissue distribution of apoD gene

expression in primates, it is probable that the increased levels of apoD present in the

CSF and in the tissue samples from patients are the result of an increase in local

synthesis. No differences were observed in plasma apoD levels between AD patients

and normal subjects (unpublished results).

The apoE levels were also significantly higher in the CSF of AD patients

(p<O.001) and in patients with other neuropathologies (p<0.05) than in the CSF of

control subjects although the differences were less than that observed for apoD. In

8



other studies, apoE concentrations in the CSF of AD subjects have been reported to

be higher than (35,36), similar to (39) or lower (37,38) than those of control subjects.

Increased CSF apoE levels have been reported in a number of other

neuropathologies including Creutzfeld-Jacob disease (40,41), Scrapie disease (42)

and Lewis body disease (43). While we observed no correlation between apoD and

apoE levels in our study, the apoD concentration in CSF of AD patients appeared to

be influenced by the apoE genotype. Inheritance of an apoE4 allele was correlated,

in a dose dependent manner, with increased apoD concentrations in CSF of AD

patients. As the age of onset of the disease and the density of senile plaques in the

cortex of AD patients (44) are negatively and positively correlated, respectively, with

the number of inherited apoE4 alleles, the increased apoD levels in the CSF of AD

patients with one or more apoE4 aile les may be a reflection of the severity of the

disease. One could expect that as the disease progresses, apoD levels should

increase with aging. Our results in figure 5 show, however, that apoD concentration

in CSF is not correlated with in either the AD patients nor the controls subject.

Furthermore, when the AD group was characterized by their Mini Mental State Score

and separated into two groups according to the evolution of the pathology, no

correlation (p<0.3) was seen between the severity of the AD and apoD concentration

in the CSF. A correlation between inheritance of the apoE4 allele and apoD was

also seen in the group of patients with other neuropathologies (not shown). Unlike

apoD, apoE levels in CSF appeared to be independent of the apoE genotype of the

subjects. The concentration and expression of another apolipoprotein, apoJ, has

been shown to be influenced by the apoE genotype (45). Like apoD and apoE, apoJ

is produced in the brain (46-48) and is overexpressed in response to neural injury

(49,50). Bertrand et al. (45) observed increased levels of apoJ in brains of AD

subjects in proportion to the number of inherited apoE alleles. ApoJ can bind to �~�­

amyloid in plasma and CSF as weil as to aggregated �~�-�a�m�y�l�o�i�d (51). It has been

proposed that apoJ complexed with aggregated �~�-�a�m�y�l�o�i�d could be implicated in the

etiology of AD.

9



It is possible that the increased immunoreactive apoD that we have observed

in CSF and in the hippocampus of patients with AD and other neuropathologies, also

observed following experimental peripheral nerve injury (17,18) may be in response

to a common stimulus and that apoD may be playing a similar role in the two

situations. ApoE is thought to be involved in lipid redistribution during axon

degeneration and regeneration. ApoE can form complexes with lipid and, as it is a

ligand for cell surface receptors, it can mediate the cellular uptake of lipoproteins

(52). This is unlikely to be the role of apoD. In contrast to apoE, apoD is not

predicted to have the structure of a typical apolipoprotein and, while it is found in

plasma predominantly associated with high density lipoproteins, it would not be

expected to be efficient in mobilizing lipid. Moreover, it is not known if a cell surface

receptor for apoD exists. Nevertheless, apoD could be playing an accessory role in

lipid redistribution such as stabilizing the enzyme lecithin cholesterol acyl

transferase (53). However, as apoD is a member of the lipocalin superfamily, it

seems more probable that apoD would transport a small hydrophobie ligand that is

essential in high concentration in pathological situations. Both pregnenolone and

progesterone, which have been shown to bind to apoD with high affinity, are present

in the brain (54). As exogenous progesterone, as weil as hydroxycholesterol,

stimulate secretion of apoD by rat astrocytes (12), steroids and hormones released

during cell injury or death in the brains of patients with AD or other neuropathologies

could be a stimulus for apoD expression.

Based on the distribution of cells that express apoD within the CNS, Smith et

al. (8) have proposed that apoD may serve to facilitate the transport of cholesterol

across the blood-brain barrier. In AD or in other pathologies of the CNS, an

increased requirement for such transport could be envisaged. However, apoD has

a relatively low affinity for cholesterol (6). It is, nevertheless, conceivable that apoD

could be implicated in the transport of a ligand other than cholesterol across the

blood-brain barrier. As apoD gene expression in cultured human fibroblasts has

been shown to be associated with growth arrest (16), it is possible that the increase

in apoD in CSF and hippocampus of patients having pathologies of the CNS could

10



represent a relatively non-specifie response to cell injury or death. In the case of

peripheral nerve injury, this does not appear to be uniquely the case (17). After

crush injury of rat sciatic nerve, there is a moderate increase in apoD expression that

appears to be the result of the experimental lesion. This, however, is followed by an

up-regulation of apoD gene expression that is restricted to sites undergoing

regeneration. One would presume that apoD is playing some specifie raie in nerve

regeneration. Within the CNS of patients with neuropathology, the increase in

immunoreactive apoD could be indicative of both cell injury or death and ongoing

nerve repalr.

Whatever the raie of apoD may be in the CNS, the present study c1early

demonstrates that increased concentrations of apoD in the CSF are a marker of

neurapathology including that associated with AD.
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Figure legends

Figure 1: Immunodetection of apoD and apoE in hippocampal extracts and CSF of AD

patients, patients with other neuropathologies (OP) and normal subjects (CT). Samples

were subjected to SOS-PAGE, electrophoretically transfered to nylon membranes and

apoD and apoE were sequentially detected with anti-apoD and anti-apoE monoclonal

antibodies. The apoE genotype of the subjects is indicated. A: Immunoreactive apoD

and apoE in hippocampal extracts. For detection of apoD, the membrane was exposed

for 30 seconds to peroxidase substrate whereas, for apoE detection, there was a 10

minute exposure. Each control patient is age-matched with the preceeding AD patient.

S: Immunoreactive apoD and apoE in CSF of patients and controls.

Figure 2: ApoD and apoE levels in CSF and hippocampal extracts from AD patients,

from patients with other neuropathologies (OP) and from normal subjects (CT). A:

ApoD and apoE were detected in hippocampal extracts after SOS PAGE as described in

the legend to figure 1. The concentrations of the apolipoproteins were estimated by

densitometric scanning of the autoradiographs. The values are expressed in relative

optical density (R.O.D.) units ± SEM and were normalized to immunoreactive tubulin

whose concentration is not changed in AD. S: ApoD and apoE concentrations were

measured in the CSF by radioimmunometric assays using purified apoD and apo E,

respectively, for calibration. The bars represent mean concentration ± SEM. ( *:p=O.OS,

**:p=0.01, ***:p=O.OOS and ****:p=0.001)

Figure 3: The concentrations of apoD (A) and apoE (8) in hippocampal extracts as a

function of the apoE genotype of AD patients (dark bars) and normal subjects (Iight

bars). Data are taken from Figure 2 ( *:p=O.OS, **:p=0.01, ***:p=O.OOS and ****:p=0.001).

Figure 4: The concentrations of apoD (A) and apoE (8) in CSF as a function of the

apoE genotype of AD patients (dark bars) and normal subjects (Iight bars). Data are

taken from Figure 2 ( *:p=O.OS, **:p=0.01, ***:p=O.OOS and ****:p=0.001).

Figure 5: ApoD concentrations in the CSF of AD patients and normal subjects as a

function of age. Each point represents the apoD concentration as a function of patient

age.
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ApolipoproteinE, transthyretinandactin in theCSFofAlzheimer'spatients:

relationwith the senileplaquesandcytoskeletonbiochemistry

AksamMercheda, Jean-MarieSerotb, SophieVisvikisa
, DominiqueAguil1ona

, Gilbert Fauree,

GérardSiesta,*

Abstract We measured the levels of two 13-amyloid (A13)-sequestering

proteins, apolipoprotein (Apo) E and transthyretin (TTR), in ventricular human

cerebrospinalfluid (CSF) of AD patientsand controls in relation to brain histological

findings. We alsostudiedactin levels in CSFasa markerof the biochemicalrole of these

two proteins in the cytoskeleton.We show that TTR levels in CSF were significantly

decreasedin AD patientscomparedto controlsand negativelycorrelated withthe senile

plaques(SP)abundance.:Moreover,actin levelswerepositively Iinked to TTR levels and

increasedin CSF samplesof patientshomozygousfor the ApoE ë4-allele.We propose

thatTTR andApoE4 may havecompetitionin the aggregationof A13 and it's deposition

in the SPof AD brain. The relationshipsbetweenApoE, TTR and actin could suggesta

metabolic implication of ApoE genetics and TTR levels in cytoskeletalbiochemistry

which may be relevantto the pathogenesisof AD.

Key words: Transthyretin; Apolipoprotein E; Actin; Cerebrospinalfluid, Senile plaques,

Alzheimer's disease.

Abbreviations:2D-PAGE, two dimensionalpolyacrylamidegel e1ectrophoresis;A13, 13 amyloid

peptide;AD, Alzheimer'sdisease;Apo, apolipoprotein;CNS, central nervoussystem;CSF,

cerebrospinalfluid; SP,senileplaques,TTR, transthyretin.
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1. Introduction

Amyloid 13 (AI3) is themajorcomponentof senileplaquesfound in Alzheimer'sdisease

brain. A 13 also existsin a solubleform in physiologicalfluids suchas cerebrospinalfluid and

plasmaasweIl asin the conditionedmediaof different culturedceIllines [1-3]. The mechanism

by which A 13 forms amyloid fibrils is unknown.But emergingevidencesuggeststhat amyloid

fibril formation is a critical step in the pathogenesisof AD. CSF containsseveralfactors that

promotethe solubility, transportand clearanceof AI3, mainly two important proteinsApoE

andTTR.

ApoE hasthreecommonisoformsE2, E3 and E4 codedby aIle1es82, 83 and 84. 84­

aIle1eis over-representedin late-onsetandsporadicAD; andits importanceasa risk factor for

its developmentis now well-established[4-6]. TTR is a homotetramericprotein eachsubunit

of which hasa molecularweight of 15 kDa. Within the CNS, tranthyretinis the only known

CSF protein synthesizedsolely by the choroid plexus [7]. In CSF, TTR is the principal

thyroxine-bindingprotein [8] which suggestsits' possibleimplication in the activetransportof

thyroid hormonefrom the blood streaminto CSF[7]. Severalpiecesof evidencepointe to an

active role of ApoE and TTR in fibril formation in the brain. ApoE binds to l3-peptidewith

high affinity in vitro [9], promotesAI3 fibrillogenesisin vitro and inducesaccumulationof the

l3-amyloid peptide in cultured vascularsmooth muscle [10,11,12], while TTR inhibits and

prevents this fibril formation [12,13]. TTR in lumbar CSF was shown to be corre1ated

negative1ywith the degreeof dementiain patientswith dementiaof Alzheimer type [14].

Recently,we haveshownthatApoE levelsincreasedin lumbarCSFin caseswith normalaging

and more extensivelywith AD [15,16] which is now confirmed by others [17,18]. We also

reportedthatTTR levelsincreasedwith agingbut decreasedwith AD [19].

The aim of this work wasto investigatehow two AI3-amyloid sequesteringproteinsApoE and

TTR may contributeto the balanceof amyloid formation in Alzheimer'sdisease(AD). We

took into accountsenile plaque (SP) abundancein the brain of the samepatients.We also

verified the potentialactionof theseproteinsin the cytoske1etalbiochemistryby estimatingfor

the first time, actin levelsin theCSF,themajorcomponentof the microfilament.

We studiedthesere1ationshipsbecausethe intracellularorganizationof actin filament seemed

to be regulatedby thyroxine, mainly transportedby TTR in the CSF [20]. We hypothesized

that ApoE also may be involved in actin regulationvia its avidity for this protein [21]. We
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investigatedthe ApoE polymorphism effects on these protein leveIs In relation to brain

histologicalfindings.

2. Materials and methods

2.1. Patientsandsamples

This study was perforrned with 30 patients. Twenty patients were confirrned by

neuropathologyexaminationat autopsyto haveAD without othercomplicatingneurologicalor

neuropathologicalfeatures(84.40 ± 1.79 years, 5 malesand 15 females). Ten sex and age­

matchedcontrols(83.10± 3.49 years,3 malesand 7 females)were free of AD or with other

known neurological diseases(five with cerebrovasculardiseasewithout dementia,3 multi­

infarct dementia,two with degenerativedisc disease).The NINCDS-ADRDA work group

histological criteria for the diagnosisof "definite Alzheimer'sdisease"were used. Autopsies

wereperforrnedwithin 24 hoursin the nursinghomeof theHoteI Dieu Hospital in Mont Saint­

Martin (France).Inforrnedconsentfor brainautopsyhadbeenobtainedfrom the families of aIl

patients. The CSF sampIes were obtained following opening of the cranial cavity and

withdrawal of the CSF syringe.Brain sectionsincluding middle temporalgyrus, middle frontal

gyms,andinferior parietallobule asweIl ashyppocampusCAl sectionswereobtainedfrom aIl

patients.Sampleswerefrozenin liquid nitrogenandstoreduntil analyzed.

2.2. Histologicalanalyses

Semiquantitativegrading of senile plaquesand neurofibrillary tangles in the tissue

sectionwere perforrnedby immunofluorescenceusing monoclonalantibodies: antihuman�~�4

amyloid (DAKO, Glostrup, Denmark) and antihuman Tau1 (Boehringer Mannheim,

Mannheim,Gerrnany)with FITC antimouseIg (Institut PasteurProductions,Marnes,France)

asa second-stepreagentpreviouslydescribed[22].

For AD patients,immunofluorescencerevealedmany SP with homogeneousfrequencyin the

threeneocorticalregions.Control patients presenteda few SP and threads.SPwere classified

asfollows: (+), sorne;(++), moderate;and(+++), abundant.
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2.3. Proteinmeasurements

The measurementof CSF total protein was made using a dye-bindingcolorimetric

methodbasedon pyrogallol red-molybdatecomplex(Biotrol, Paris,France)with a CobasMira

analyzer(RocheDiagnostics,Neuilly-sur-Seine,France). ApoE measurementsin CSF were

performed by a Sandwich Enzyme-Linked lmmunosorbantAssay (ELISA) as described

elsewhere[16]. TTR was measuredautomaticallyusing an ArrayTM protein system(Beckman,

Brea, CA, USA) as described by the manufacturerwith anti-TTR antibody (Beckman

Instruments,Galway, Ireland). The coefficientsof analyticalvariation are 4.9% and 3.7% for

inter-assayand intra-assay,respectively.Actin levels were estimatedby quantitativestudy of

samples separated using the high-resolution, two dimensional polyacrylamide gel

electrophoresis(2D-PAGE)performedwith the ISO-DALT system[23]. The stainingof the 2­

D gels was performedwith a neutral methodusing silver nitrate [24] with sensitivity in the

nanogramrange.Alternatively, proteinsseparatedby 2D-PAGE were transferredto sheetsof

nitrocellulose (Schleicher& Schuell, Inc., Dassel, Germany). Primary antibodiesto human

TTR andactin wereobtainedfrom SigmaBiochernicals.Alkaline phosphataseconjugatedanti­

goat and anti-mousewas usedas a secondaryantibody. The 2-D gels (1Sx16xO.l5cm) were

digitized usingan Agfa SOO® laserscannerwith 1024gray levels, an optical densityrange0 to

3.2 and a spatialresolutionof 250 llm. The imagedatawere analyzedon a SUN workstation

by the HERMeS program [25]. Calibration and normalization for staining and detection

variation was done using the TTR contentof samplesmeasuredby nephelometry.To avoid

variationswhich may be duemainly to the silver stainingof actin betweensamples,we studied

actin and TTR values from the samegel. In this way, the standardizationwas essentially

internaIfor eachgel. Minor variationsin loadvolumes,for instance,would not alterthe results.

Valuesfor CSFsamplesin this studywererepresentedby averagesoftwo or morereplicates.

2.4. ApoEpolymorphismstudy

First, PCRamplified sequencesspanningthe ApoE polymorphicsiteswas performed.

Then,ApoE genotypingwas performedon DNA isolatedfrom nuc1eatedblood cells [26] and

digestedwith Hhai asdescribedelsewhere[27]. Whenblood was not available,polymorphism

wasstudiedby phenotypingApoE in CSFsamplesusingtwo-dimensionalelectrophoresis.
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2.6. Statisticalanalysis

AlI datawere analyzedwith the BMDP® statisticalsoftware(Los Angeles, CA). The

meanvalueswerecomparedusingthe non-parametricKruskal-Wallis test. We usedSpearman

rank test to evaluatethe relationship betweenApoE ,TTR and actin levels. P:::; 0.05 was

consideredsignificant.

3. Results

The analysisshowedno significant differencein the levels of ApoE (±SEM) between

AD and control groups (1.05 ± 0.26 mg/l, n=20 vs. 1.26 ± 0.31 mg/l, n=10 respectively,

P=0.32) (Fig. 1), but the meanCSF levels ofTTR in patientswith AD was significantly lower

than that observed in controls (22.21 ± 1.41 mg/l vs. 34.52 ± 4.12 mg/l respectively,

P=0.0094). Neither apoE nor TTR levels were significantly correlatedwith thoseof albumin

(not shown).

A semiquantitative estimation of senile plaques showed a negative correlation

(P=0.035) betweenthe SPabundanceandthe meanlevelsofTTR in CSF of the samepatients

(Fig. 2). The TTR levelswere significantly higherin CSF of patientswith a few SP compared

to thoseof patientswith abundantSP (P<0.05). The correlationwas lacking betweenApoE

levels and SP abundance(P=0.74). We showeda positivecorrelationbetweenApoE �~�A�-�a�l�1�e�l�e

frequencyand the SP abundance(P<0.05, by Khi2 test). Age did not affect the SP abundance

(P=0.77). We also investigatedthe effect of age on ApoE and TTR levels in CSF. Neither

ApoE nor TTR changedsignificantlywith age(datanot shown).

In the CSF, analysisof TTR and actin using 2D-PAGE (Fig. 3) showed2 spots for

actin with molecularmass(MM) of about43 kDa and different isoelectricpoints (pl) of 5.24

and 5.28 and 2 or 3 spotsfor TTR (MM = 14 kDa and pl 5.04-5.55).The spotsof actin and

TTR wereidentified eitherby immunostainingof the2-D blot or by comparisonwith published

maps. The correlation betweenactin spot intensitiesand those of TTR showeda positive

relationshipfor aIl patientsinc1udingAD and controls (FO.54,P=0.0088, n=20, Fig. 4). The

correlationremainedsignificant without the control patients(FO.60, P=0.019, n=14). While

that with the control groupwasnot significant(F0.46,P=0.25, n=7), no differencewasfound

in the actin levels betweenAD and controlsgroup (1.41 ± 0.22 mg/l (n=15) vs 1.41 ± 0.28

mg/l (n=7),P=0.94).
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When we took into accountthe ApoE alleles effect relative to actin levels variability

(Fig. 5), we found an associationwith the s4-alleledose(P<0.05). The levels were: 1.01 ±

0.09 mg/l (±SEM) for no s4-allelecarriers(n=6); 1.09 ± 0.21 mg/l for one s4-allelecarriers

(n=7) and 1.92 mg/l ± 0.32 for two s4-allelecarriers(n=9). Actin levels were not statistically

correlatedwith those of albumin (r=0.30, P=0.20, n=19) nor linked to the senile plaque

abundance.

4. Discussion

This is the first report investigatingtransthyretinand actin concentrationsin ventricular

human cerebrospinalfluid of patients clinically and pathologically confirmed to have had

Alzheimer's disease.A few biochemical studies of Alzheimer's patients have involved the

analysisof CSF for transthyretin.Previousstudy showeda negativeassociationof TTR with

degreeofdementiain lumbarCSFof patientswith Alzheimer's disease[14]. Now, we reporta

negativecorrelationbetweenTTR andonemajor hallmark in the AD brain, the senileplaques.

We also show that TTR levels in AD CSF were significantly lower comparedto those of

patientssuffering from other neurologicaldiseasesand we confirmed our recent findings in

lumbarCSF [19]. We notethat ventricularTTR valuesin the presentstudyarehigherthanthe

lumbarones[14,19] and this is due to the fact that in the ventricles,TTR in contrastto most

CSFproteinsdecreasefrom theventriclesto the lumbarspace[7].

Meanwhile,we showedthat the CSFlevelsmeanof ApoE in AD patientsdid not differ

significantlyfrom that in theneurologicalpatients.The resultsof studiesregardinglumbarCSF

ApoE in AD are apparentlycontroversial[see 15]. However, the levels of ApoE seemto be

dependenton the clinical state,geneticsand othersfactors; but it is likely to be linked to the

deathand damagecausedby diseaseor injury. Here, no specifie associationof CSF ApoE

levels with the pathologyof Alzheimer could be determined,probably becausethe control

group seemedto havehad high levels of ApoE [15]. Singly, variation of ApoE levels in CSF

hadno evidentimplicationin AD.

The precise mechanismby which TTR may be involved in AD is unknown. Our

findings providestrongsupportfor a role of TTR in Alzheimer'spathogenesisby sequestering

�A�~ and preventing fibril formation suggestedby several in vitro assays[10,11,27]. The



7

decreasedCSF mean levels of TTR observedin patientswith AD may reflect a decreased

synthesisof this proteinby choroidplexusin thebrain. This is probablylinked to thealterations

in the structureof the latter which we have recently found with aging and more extensively

with Alzheimer'spathology[28]. However,we cannot excludean accelerateduptakeofTTR

from CSFvia a specifiereceptor[29].

Anothersideof TTR implication poorly investigatedin AD may be at the levels of the

hormonal regulation and delivery. In CSF where TTR is the principal thyroxine-binding

protein,the TTR-thyroxinecomplexseemsto havea distributivefunction, assuringavailability

of thyroxine to cells through the CSF circulation [30]. For better estimatingthis role, we

studiedthe actin levels as potential target of the hormonaldistributive action of TTR in the

brain cytoskeleton. Thyroxine was shown to regulate the actin polymerization in the

microfilamentstructurein astrocytes[20], e.g. the equilibrium betweenG-actin (soluble) and

F-actin (unsoluble)andconsequently,the solubleform levelsof actin in the extracellularfluid.

The positivecorrelationthat we reportedherebetweenactin and TTR levels in the CSF and

thedecreaseofTTR levelswith AD mayhavesuchbiological relevance.Furtherinvestigations

areneededto confirm suchashypothesis.

The high levelsof actin in CSF obtainedwith the �~�A�-�a�l�l�e�l�e carrierpatientsmay be due

to the extensivedamagein the braln cells of thesepatientsin relation to the �~�A�-�a�l�l�e�l�e [3 1].

Interestingly,ApoE seemsto haveallele-dependantaffinity to sornecytoskeletoncomponents

suchastau,MAP2 andactin [21], probablycontrollingthe stability of the cytoskeletonandthe

normal neuronal function. The fA-allele is thought to have a negative contribution to this

process.The correlation reportedhere betweenactin in CSF and �~�A�-�a�l�l�e�l�e may reflect one

cytoskeletalabnormalitycharacterizedby a destabilisationof the actin filaments,a processthat

might be enhancedby the ApoE4 isoform. Alternatively, TTR andApoE4 could havedifferent

effects on actin regulation, indirectly by interacting with APP which was shown to be

associatedwith the cytoskeleton [32] and seemsto be directly implicated in the actin

expression[33].

As a whole, TTR levels in CSF appear to be specifically decreasedin AD and

negativelycorrelatedwith the senileplaquesabundance.Theseresultsreinforcethe designation

of TTR as a potentialfactor implicatedin fibrillogenesispreventionand point to the utility of

TTR determinationin CSF of AD. Actin in the CSF may serve as a marker of the brain
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cytoskeletalintegrity and with a less extent of particularTTR and/orApoE functions in the

brain.
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Fig. 1. Comparisonof ApoE and TTR levels in CSF of AD patients and control

patients.Eachvalueis the meanof triple assays.Barsrepresentthe meanvalues.

Fig. 2. ApoE and TTR concentrationsin CSF of AD patientsas function of the SP

abundancein the brain of the sarnepatients.SP rangedas follows: (+), sorne(n=7 patients);

(++), moderate(n=7); (+++), abundant(n=7). The frequencyof 04 in eachgroup is shown.

*P<0.05. BarsareSEM.

Fig. 3. High resolution2D-PAGE of silver-stainedhuman CSF proteins. Actin (pl:

5.24and5.28 ; MW : 43 kd) andTTR spots(pl: 5.55 and5.3 ; MW: 14 kd) are indicatedby

the arrows.

Fig. 4. RelationshipbetweenactinandTTR levelsin CSFof patientswith AD (14) and

with otherneurologicaldiseases(7). The levelsarereflectedby the total intensitiesof actin and

TTR proteinsseparatedby 2D-PAGE,digitizedusingan Agfa 500® laserscannerandanalyzed

by HERMeSimageanalysissoftware.Spearrnancorrelationcoefficientwith aIl patientswas r

= 0.54, P=0.0088. The closed circles and the open squarescorrespondto AD and the

neurological diseasesgroups, with r=0.60 (P= 0.019, n=14) and r= 0.46 (n=7, P=0.25),

respectively.

Fig. 5. Analysis of actin levels in CSF of aIl patients(14 with AD and 7 with other

neurologicaldiseases)accordingto 04-allele dose of ApoE. Statistical differencesbetween

allelic groupswerecalculatedusingKruskal-Wallistest, *P<0.05. BarsareSEM.
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severity of Alzheimer' s disease

AksamMERCRED,YongjingXIA, SophieVISVIKIS,Jean-MarieSEROTandGérardSIEST

Summary

We studiedthe serumapolipoproteinAI (apoAI) concentrationin 87 Alzheimerpatientsand

59 healthy,elderly controls.The apoAI levels were significantly decreasedwith Alzheimer's

disease(p<10-8
) as reportedby othersstudies.The sensitivityof 1.50g/1for apoAI was 72%

andthe specificity was 68%. Interestingly,we found that theselevels were highly correlated

with mini-mental score (MMS) (p<O.OOOl). This relationship remained significant after

correctionfor multiple testing.At the sametime, we detectedapoAI imunoreactivityin senile

plaquesof Alzheimer'sbrain. Thesefindings raisethe questionof the potential implication of

apoAI in the etiopathologyof Alzheimer'sdiseaseand bring into prominenceserumapoAI

concentrationasa biochemicalmarkerwith greatdiagnosticvalues.

Key Words: ApolipoproteinA-I; Alzheimer's'disease;Senileplaques;Biochemicalmarker;

Mini-mental score.

Introduction

ApolipoproteinAI (apoAI) is one of the �A�~�-�b�i�n�d�i�n�g proteins,which includesapoE, ApoJ,

tranthyretin and a-antichymotrypsin.�A�~ is supposedto be under equilibrium betweenaIl

thesefactors that are though to maintain the solubility of this peptide or to promote its'

depositwithin the brain in sornepathologicalconditions.In blood circulation, apoAI is the

majorcomponentof the HDL, whereit may haveseveralantiatherogenicfunctions including

reversecholesteroltransport,protectionagainstthrombosisand antioxidative(seeRosenson

1996). Aiso in the cerebrospinalfluid, apoAI is localized in HDL-like particles(Pitas et al,



1987; Borghini et al, 1995). Recently,Harr et al (1995) reportedan expressionof apoAi in

the brain but showedno significant difference betweenAlzheimer's and control subjects.

Neither the levels were in the CSF (Song and al, 1997). However, in plasma,two studies

reportedreducedapoAi concentrationsin AD and dementiapatients(Kuriyama et al, 1994;

Kawano et al, 1995) but thesestudy comportedlimited number of patients.Here, we re­

evaluatedapoAI as extraneuronalbiochemicalmarker of AD in larger numberof patients

with insistence(focusing)on the severityof the diseaseestimatedby the mini-mentalscore

(Folstein, 1975). Thesestudieswere paralleledby immunohistologicallocalizationof apoAi

with otherapolipoproteinsin AD brainhallmarks.

Subject and Methods

The studied population included 120 patients (87 females, 32 males) with probable AD

establishedaccordingto the criteria of the NINCDS-ADRDA work group and 119 supposed

healthyelderly (57 females,57 males)tacking part in systematichealthexaminationat the

Centerfor PreventiveMedicinein Nancy-France.

Blood was collected by venipunctureafter an overnight fasting. Total serum cholesterol,

triglycerides were measuredin fresh serum using standardenzymatic methods (Merck,

Darmstadt,Germany),automatedon AU5000 (Olympus, Tokyo, Japan).SerumapoAi and

apoB were determinedby irnrnunonephelometryon Behring NephelometerAnalyzer, with

Behringreagents(Rueil-Malmaison,France),HDL-cholesterolwasdeterminedusingreagents

from Boheringer Mannheim, Germany) on COBAS MIRA (Roche Diagnostics-System,

Neuilly-sur-Seine,France).DNA extractionwasperformedaccordingto the methodof Miller

et al, (1988)andapoEgenotypewasdeterminedasdescribedby Hixson andVernier(1992).

Senile plaque and neurofibrillary tangle were detectedin the tissue section obtainedat

autopsy from three AD confinned patients died in a nursing home. Staining and

immunohistochemicalstudies were performedby immunofluorescenceusing monoclonal

antibodies: antihuman �~�4 amyloid (DAKO, Glostrup, Denrnark), antihuman Tau1

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), three different monoclonal antibodies to

ApoA-I (obtainedfrom Fruchart, Lille, France)with FITe anti-mouseIg (Institut Pasteur



Productions,Marnes, France) as a second-stepreagentpreviously described(Serot et al,

1994).

Results

SerumapoAI levelsweresignificantly reduced(p<1O-8) in AD patientscomparedto controls

(Table 1). The difference remainedsignificant even when we took into account other

parameterslike age,sexandalbuminascovariant.A1buminconcentrationsweretackinginto

accountasbiochemicalmarkerof health.ApoE polymorphismhasno effect into the levelsof

ApoA-I. Serum levels of triglycerides and apolipoproteinB did not differ significantly

betweenAD patientsandcontrols(Table 1). But, asApoAI levels thoseof HDL-C werealso

significantly reducedin AD patientsbecauseof the high associationbetweenthese two

parameters.

To studythe utility of apoAI asdiagnosticmarker,we estimatedspecificity andsensitivityof

this biological parameter.With 1.50 gll of ApoAI as limit value (Table 2), sensitivity and

specificitywere72% and68%,respectively(Table2).

ApoAI concentrationswere highly correlated(p<0.00001,Fig 1) with the mini-mentalscore

of patients (Foistein, 1975), independentlyof aIl the other parametersstudied (age, sex

albumin,apoEgenetics).

Immunohistochemicalstudiesrevealedstainingof cortical A13 senileplaqueswith eachof the

threemonoclonalantibodiesto ApoA-I (Fig. 2 ). We obtainedsimilar stainingin three AD

patientsconfirmed at autopsy.The sameregion were also verified by antibodiesto apoE,

ApoB, and ApoAII (resultsnot shown). The sectionswere strongly immunostainedfor only

apoE.NeitherapoAII nor ApoB weredetectable(not shown).

Discussion

Two previous studies reporteddecreasedlevels of plasmaApoAI (Kuriyama et al, 1994;

Kawano et al, 1995). Here we confinned these results with larger number of patients.

However,we shownfor the first time that theselevelsarehighly linked to the severityof the



Alzheimer diseasereflectedby the MMS. In the sametime, we verified the presenceof an

apoAI-immunoreactivityin the senile plaques as reported by others (Harr et al, 1996;

Wisniewski T et al, 1995). These findings are in favor of an active role of apoAI in

pathogenesisofAD.

There are at least two tracks to explain such roles in AD. Firstly, in the amyloigenesis

processsinceapoAI has beenshownto bind AI) in vivo (Golabeket al, 1995) and to form

amyloid-like fibrils (Wisniewski et al, 1995). Secondly, in neuron maintenancebecause

apoAI is one of the exchangeableapolipoproteinswhich are implied actively in the

regenerationprocessof neuroncells while respondingto stressor damageconditions(Boyles

et al, 1989). Altematively, apoAI was shownto complexsomeimportantproteinslike apoJ

(Koudinov et al, 1994) and consequentlymay regulate its structureand function in AD,

especiallyin maintainingthe solubility of AI) or transportingit in fluid or crossthe blood­

brainbarrier.

The reasonfor serumlevelsof apoAI variationin AD is not clear. It is noteworthythat apoAI

half-life was shownto be shorterin animaIswith inflammation(TapeandKisilevsky, 1990).

Interestingly, studies in the elderly have shown that high levels of serum apoAI were

associatedwith low total mortality and enhancedlongevity (Campbell et al, 1993). We

suggestthat apoAI could havea much more importantrole in AD than has previouslybeen

suspected.

These results reinforce the designation of ApoAI as a potential factor implicated in

amyloigenesisand point to the utility of apoAI determinationin the sera of clinically

diagnosedAD patientsto increasethe accuracyof diagnosis.

Becausethe identification of many compoundsand drugsthat may activateapoAI geneand

raiseserumapoAI (seeLuomaet al 1997), the relationshipbetweenthe severityof AD and

the levelsof serumapoAI mayhaveimportantpharmacologicalramifications.
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Table 1- Summaryof dataandmeasurementsbetweenpatientsandcontrols

AD patients Control subjects P

n (MlF) 87 (26/61) 59 (28/31)

Age (years) 77.75± 9.03 75.37± 5.27 NS

ApoAI (g/l) 1.34± 0.31 1.65± 0.26 3 10-9

ApoB 1.09± 0.32 1.08± 0.22 NS

Total cholesterol 5.44± 1.32 5.95± 0.77 0.02

HDL-C 1.05± 0.40 1.28± 0.35 3 10-7

Triglycerides 1.22± 0.59 1.43± 0.58 NS
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Fig.1 RelationshipbetweenserumapoAI levels and the mini mental score

(Folsteinet al, 1975). The correlationcoefficientand the significancelevel
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Tableau 2- Screeningresultsfor AD andcontraIsubjectsfor limit apoAI valueof 1.50g/1

Positifdiagnostic*

Negativediagnostic

Total

* for apoAI value< 1.50g/l

AD patients

63

24

87

ContraIs

19

40

59

Total

82

64

146
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c

Fig. 2- Immunohistologicalstammg of senile plaques
with monoclonalantibodies;an anti-apoE(A) and two
different anti-apoAI (B et C). Yellow fluorescenceis due
to lipofuscin.

A. MERCHEDet al., Fig 2
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MALADIE D'ALZHEIMER · HYPOTHÈSES IMPLIQUANT
lES APOLIPOPROTÉINES E

H. Blain, A. /Y'/erched,S. Visvikis, M. D'Ka17e, T. Pillot, C. Siest, C. leone/el

La mise en évidence du lien étroit qui unit le poly­
morphisme de l'apolipoprotéineE (apoE) et la démence
sénile de type Alzheimer (OSTA) constituesansnul doute
le fait marquantdes 2 demièresannées,en ce qui concerne
la recherchefondamentalerelative à cette affection.

L' apoEestuneprotéinepolymorphebien connuepourses
propriétésde transporteurdu cholestérolde ceJJuleà cellule
et d'organeà organe. Elle pourrait, de plus, jouer un rôle
important dans la stabilisationdu systèmeneurofibri1Jaire
du cytosqueJetteneuronal et interférer avec la formation
de la substanceamylo'lde potentiellementtoxique pour le
neurone.A ce titre, e1JepouITait réguler la dégénérescence
neuronale.Nous présentonsici les principales hypothèses
impliquant les apoE dans la maladie d'Alzheimer.

flYPOTHESES ON THE IMPLICATION
OF APOLIpOpROTEINSIN ALZHEIMER'S DISEASE

The most promisingdiscovery in the study of Alzheimer's
disease (AD) ll1arkers is undoubtedly the implication of
apolipoprotein E (apoE). The gene of this upoliprotein is
located on chromosome19 and is characterizedby three
common alleles E2, E3 and E4 giving l'aise ta 6 genotypcs
and 6 protein phenotypes.ApoE is weil known for its l'ole in
cholesteroltransport.Different studieshave beenperformed,
giving major argumentsin favor of an importantl'ole of apoE
in the pathophysiologyof AD. These include the discovery
of the relationshipbetweenthe E4 allele and AD, the ability
of this protein to form complexeswith beta amyloid protein
(Af3) in senilesplates, its presencein neurofibrillary tangles
and in vesselsof AD patients.Another important finding is
the differential interaction betweenthe different isoforms of
apoE and tau protein. Sorne of the hypothesesimplicate the
l'ole of different apoE isoforms on the growth and extension
of neurones,perhapsby a receptormediatedpathway.

It has been suggestedthat apoE acts as a pathological
chaperoneprotein, or alternatively that it protects neurons
by regulation of the cel] membraneand modifying calcium
homeostasis.

It is c1earthat apoE genotypedeterminationalone cannot
be used for diagnosisof AD. The presenceof E4 allele is only
one of severalrisk factors for the deyelopmentof the disease.
Other factors may also be implicated and are the subjectof
ongoing research.
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LA MALADIE D'ALZHEIMER

On estime, en France métropolitaine,à environ 360000
le nombre"êIe patients déments dont 270000 atteints de
DSTA, 40000 de démencevasculaire et 50000 d'autres
types de démences.La DSTA affecte 5 à 10 p. 100 de la
population de plus de 65 ans et 150000 nouveauxcas de
démencesont dénombréspar an dans cette tranched'âge.
Environ 70 p. 100 des cas de OSTA sont sporadiqueset à
début tardif alors que 30 p. 100 sont à début précoce,soit
familiaux, soit sporadiques.

La OSTA est une maladie neurodégénérativerespon­
sable de l'affaiblissement progressif de l'ensemble des
fonctions intellectuelles (mémoire, <.lttention, jugement,
capacité de raisonnement) et des perturbations des
conduites qui en résultent. Elle se caractérise par trois
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non ordonnéesensible au clivage protéasique,contenant
le site d'attachementpotentiel d'une chaîneglycaniqueen
position 194.

L'apoE est polymorphe. Le locus de l'apoE sur le
chromosome19 (en position 19q12) possèdetrois allèles
majeurs E2, d, E4 qui détinissent six génotypes: trois
homozygotesE2E2, dE3, E4E4 et trois hétérozygotesE2d,
E2E4,dE4,correspondantil six phénotypesprotéiquesE2E2,
dd, E4E4, E2d, E2E4, dE4 [2J.

L'isoforme E3, la plus répandue,présenteune cystéine
en position 112 et une arginineen position 158; l'isoforme
E4 se différenciede E3 par la substitutionde la cystéineen
position 112 par une arginine; l'isor'orme E2 se distingue
de E3 par la substitution de l'arginine en position [58
par une cystéine. Les trois isoformes di ffèrent par leurs
points isoélectriques(PI) en isoélectrofocalisation: apoE4
(PI=:5.3), apoE3 (Pl=:5.4) et apoE2 (PI=:5.55) (fig./)·
Les isoprotéines humaines intracellulaires différent des
isoprotéines sériques par leur sialylation, ajoutant une
complexitésupplémentaireau polymorphismede l'apoE.

5' _ CGC _ CGC _3'

NH2 - Arg - Arg -COOH

acide (+) -- gradient de pH __ basique (-)

158
--TGC--3'
-Cys -COOH

112
5'-TGC

NH
2
-Cys

5'_TGC_CGC_3'
NH

2
_Cys - Arg COOH

(8)

(A)

typesd'anomaliesanatomopathologiquesprédominantdans
l'amygdale,l'hippocampeet la majoritédu cortexcérébral:
- les dégénérescencesneurotibrillaires (DNF), qui sont
des enchevêtrementsneurofibrillaires intraneuronauxcons­
titués de filaments en double hélice (<< paired helical
filaments» ou PHF), dont le principal constituant est la
protéine tau sous forme anormalementphosphorylée;
- les plaquessénilesneuritiquesextracellulaires(diffuses
ou fibrillaires);
- l' angiopathieamyloïde : dépôts vasculairesmajoritaire­
ment composésdu peptide �~�-�a�m�y�l�o�ï�d�e �(�A�~�) défini par sa
conformationrepliée en feuillets �~�. Ce peptidede 39 à 43
acidesaminésest le produit du catabolismed'un précurseur
protéiquedénomméAPP (amyJoid protein precursor).

L'APP, dont le gèneest situé sur le chromosome21, est
transcrit en six ARNm (acide ribonucléiquemessager)par
épissagealternatif. Les APP de 365 et 563 acidesaminés
ne contiennentpas la séquencede �l�'�A�~ et ne sont donc
probablementpasen causedans la pathogéniede la OSTA.
L'APP de 714 acides aminés n'est produit qu'à l'état de
trace. L' �A�~ est intégralementprésentedans les trois autres
isoformes de l'APP (composésde 695, 751 et 770 acides
aminés). Il se situe dans leur partie transmembranaireà
99 acidesaminésde leur extrémité C-terminale.

L'APP est dégradéselon deux procédés:
- il peut être protéolysé par une a-sécrétaseau seIn
même de la séquencecodant pour l' �A�~�. Ce processus
est considérécomme non amyloïdogéniquepuisqu'aucun
des deux fragments ne contient l' �A�~�. Le fragment d'APP
soluble est sécrété et la partie transmembranaireest
dégradée.
- il peutêtre protéolysédanssa portion transmembranaire
sous l'etIet d' une �~�-�s�é�c�r�é�t�a�s�e et d'une -y-sécrétase.Cette
voie métabolique, principalement endolysosomiale, est
considéréecommeamyloïdogéniquepuisqu'ellelibère l' �A�~

intacte.
Toutes les cellules semblentsynthétiserl'APP mais le

neurone constitue sa principale source de production. 11
peut être produit en grande quantité par les astrocytesen
cas de lésion neuronale.

LES APOLIPOPROTÉINES E �[�~ :_2__�~�_�3__:_4 J
L'apoE est synthétisée par de nombreux tissus,

principalementle foie (90 p. 100), le cerveau (astrocytes
et oligodendrocytes), le système nerveux périphérique
(cellules de Schwann)et les macrophages,L'apoE est une
protéinede 299 acides aminés, d'un poids moléculairede
34200Da [1]. Sapartie NH2 tenninale(séquence1à 191),
de structure globulaire hydrosoluble, contient le site de
liaison au récepteurcellulaire apo BlE qui correspondau
récepteurdes lipoprotéines de basse densité (LDL). Ce
site de liaison caractérisépar un enchaînementd'acides
aminés basiques (lysine, arginine) se localise entre les
acides aminés 130 et 150. Sa partie COOH terminale
(séquence 201 à 299), supposée riche en hélices a
amphipathiquespar computermodélisation,contient le site
de liaison avec les lipides des lipoprotéines.Entre cesdeux
régions fonctionnelles, se situe une région de structure

FIG.!. (A) Le polymorphisme triallélique de l'apoE. La variation
moléculaire e6ncemeles acides aminés 112 et 158 de la protéine. Les
codonscorrespondantssont représentés.(E) Le complémentthéoriquedes
trois isoformesdansun gradientde pH (techniqued' isoélectrofocalisation).

FIC. 1. (A) Three-allelepolYlllorphism of apoE. The moleclIlar variabilirv

concerns amino acids 112 and 158. The corresponding codons are
represented.(E) The theoretical complementof the three isoforms il1 a

pH gradient (isoelectr%calization).

LES APOE DANS LE MÉTABOLISME LIPIDIQUE

Les lipides sont transportésJans le plasma sous formè
de lipoprotéines,complexesmacromoléculairesconstitués
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d'un noyau central lipidique entouréd'apolipoprotéinesqui
participentà la formation, à la sécrétion,au transportvers
les tissuspériphériqueset au métabolismehépatiquede ces
lipides. L'apoE est l'un des composantsdes lipoprotéines
riches en triglycérides(chyjomicrons, lipoprotéinesde très
faible densité(VLDL» et deslipoprotéinesde hautedensité
(HDL).

L'apoE est le ligand de ces lipoprotéinesaux récepteurs
ceilulaires dont le récepteur des LDL localisé dans le
foie, le neuropile et sur les astrocytes(récepteurapoBIE),
le récepteurLRP (protéine proche des récepteursLDL)
localisé sur le neurone et en petite quantité sur les
astrocytes,et le récepteurdes VLDL et des chylomicrons.
L'isoforme E2, principalementassociéefi la fraction HDL
des lipoprotéinesplasmatiques,a une affinité réduite pour
les récepteursapoBIE. Cette isoforme est associéeà llne
cholestérolémieplus basseque l'isoforme E3. L'isoforme
E4, quantil elle, a uneplus grandeaffi nité pour les VLDL et
pour les récepteursapo BlE et s'associeà uneaugmentation
de la cholestérolémie.Elle exposenu risque de coronaro­
parhie alors que l'isoforme E2 s'avèreprotectrice,excepté
dans les cas d'hyperlipidémiede type fIl.

Nous aVOns montré que dans la population lorraine,
17 p. 100 de la variabilité du cholestérol est imputable
aux variations ailéliques de l'apoE [3] et que les sujets
porteurs de l'allèle E4 ont des taux de triglycérides plus
élevés que les sujets porteurs de J'allèle E2 lorsque leur
poids augmente[4J.

l'APOllPOPROTÉINEE
DANS LA MALADIE D'ALZHEIMER

De nombreusesétudes épidémiologiqueset genetlques
ont établi un lien étroit entrele polymorphismede l'apaEet
la DSTAet font jouer un rôle central il cetteapolipaprotéine
dans la physiopathologiede la maladie.

L'équipe de Namba [5] en 1991 est la première à
montrer,par méthodeimmunohistochirnique,la présencede
l'apoE aux côtés de la protéine amylo'idedans les plaques
séniles extracelIulaires,les vaisseauxsanguinscérébraux
et les DNF des patientsatteintsde DSTA. Des complexes
apoE-AI3 sont observésdans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) et une interaction forte entre l' apoE et l'AI3 a
été constatée[6J. L'équipe de Rebeck[7) a confirmé la
présenced'apoE et du récepteur LRP dans les plaques
sénilesdes malades.Enfin, les niveauxde transcriptionde
/' ARNm de l'apoE dans le cerveauet en particulier dans
les astrocytessont augmentéschez les malades[8, 9].

D'autresétudesindiquent que le rôle de l'apoE dans la
DSTA est lié à son polymorphisme.Les patients porteurs
de l'allèle E4 ont davantagede plaquesamylo'ideset une
densité plus grande de dépôts d'AI3 dans leurs plaques
séniles et leurs vaisseaux cérébraux [7, la, II]. Selon
certains auteurs, les complexes entre apoE4 et Aj3 se
formentplus rapidementet avecuneaffinité plus importante
que les complexesapoE3-AI3 [6].

L'équipe de Strittmatter montre Je lien entre le
polymorphismede J'apoE et la protéine tau, composant
principal des DNF, qui est anormalementphosphorylée
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dans la DSTA : la protéine tau non phosphoryléese lie
davantageà l'apoE3 qu'à l'apaE4, alors que ni l'apoE4,
ni l'apoE3 ne se lient à la protéine tau anormalement
phasphorylée[12].

Les étudesépidémiologiquesconfortentJe rôle joué par
le polymorphismede l'apoE dans la physiopathologiede
la DSTA. Roses el al. [61 sont les premiers il montrer
une associationstatistiquementsignificarive entre la DSTA
familiale et la présencede l'allèle E4. NOliS avons, peu
de tempsaprès,obtenudes résultatssuperposableschezles
maladesatteintsde DSTAsporadiqueà débuttardif (0,46 vs
0,12) [13, 14]. De nombreusesautres équipes dont celle
d'Amouye1et al.;ont depuisconfirmécetteassociation[15J.

La fréquencedesdifférentsallèles varie suivant les études
(variationsgéographiqueset ethniques)et l'expressionde la
maladie (familiale al! sporadique).La fréquencemoyenne
de l'allèle E4 est de 0,37 (0,24-0.52) dans la DSTA
sporadiqueà début tardif contre 0,16 (0,12-0,2) chez les
témoins.

Le risque pour les porteursde J'allèle E4 de développer
la DSTA est entre 3 et 15 fois plus élevé que celui des
non-porteursselon les études.Dans notre population,nous
obtenons un odds ratio calculé de Il.82 [4J. Le risque
de SUrvenue de la DSTA augmentede 20 à 90 p. /00
suivantque l'on a 0, 1 ou 2 allèlesE4. Soixante-cinqp. 100
des DSTA seraient attribuables il la présence de E4.
L'âge de débU( de DSTA des formes tardives décroît
proportionnellementau nombre d'allèles E4. A contrario,
J'allèle E2 diminuerait le risque de DSTA et retarderait
/'ilge d'apparitionde la maladie[16,17]. L'effet protecteur
de E2 vis-à-vis de la DSTA pourrait expliqueren partie la
fréquenceélevéede cet allèle chez les centenaires[18].

Bien avantcesdonnéesbiologiqueset épidémiologiques,
les étudesgénétiquesavaientétabli le lien entre la région
chromosomique19q13.2 [19] et la DSTA.Ce n'estqueplus
récemment,aprèsles travauxde Stritmatter,que J'étudedes
marqueursgénétiquespolymorphesde la région q13.2 du
chromosome19 regroupantles gènesde l'apoE, le gène
D19s47, les gènesdes apoCl, apoCII, apoC!' et apoCm
a indiqué que la localisation du variant fonctionnel se
limitait au locus de l'apoE [20J.

HYPOTHÈSESIMPLIQUANT
lES APOLIPOPROTÉINESE

Trois hypotHèsesprincipalesimpliquent actuellementles
apolipoprotéinesE dans la physiopathologiede la DSTA.

ApoIipoprotéineE et croissanceneuronale

L'apoE a un rôle défini dans la réparation nerveuse
périphérique.En cas d'altérationnerveusepériphérique,le
recrutementde macrophagesproduit de grandesquantités
d'apoEqui participentà la maintenancedes membranesde
myéline en redistribuantles lipides de dégradationvers les
axonesen régénérescenceet vers les cellules de Schwann
responsablesde la rernyélinisation par J'intermédiairedes
LDL-récepteurs[21 J.
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L'apoEa probablementun effet similairesur la croissance
et la réparationdu neurone.En �r�~�l�i�s�o�n d'affinitésdifférentes
avec les lipoprotéines et les récepteurs et donc de
qualités de transportdes lipides dans le systèmenerveux
central différentes, l'apoE3 provoquerait une croissance
neuritique (élongation et ramification) tandis que l'apoE4
l'inhiberait [22]. Par leur liaison aux protéoglycanesà
héparinesulfateou en déplClçantles facteursde croissance.
les isoformespourretientaussi interClgir différemmentavec
la matrice extracellulaire.

L'apoE est l'une des principales lipoprotéines du
liquide céphalorachidien[23] assurantune grandepartie du
transportdu cholestérolet des phospholipides.Son niveau
est augmentédans de nombreusesmaladies du système
nerveuxcentral. dont la scléroseen plaques[23. 241.

ApoE et cascadede l'amyloïde

La deuxième hypothèse,appelée « cascadede l' amy­
loide ". a été proposéeen 1992 par Hardy et Higgins [25 J.
La DSTA résulteraitd'une hyperproductionde peptideA(3
responsablede la formation de substanceamyloïde,toxique
pour le neurone.Cette hyperproductiond' A(3 pOLmait être
secondaireà un excèsde productiond'APP; le modèletype
est la trisomie 21, dans laquelle les patients possèdent3
copiesdu gènecodantpour l'APP. Danscette maladie,il y
a hyperproductiond'APP par effet gène-doseet apparition
d'une DSTA à début précoce.

La DSTA pourrait aussi être secondaireà un défaut de
maturationde l'APP. La DSTA à débutprécoceet familiale
est liée au chromosome14q24.3, probablementimpliqué
dans le processingde l'APP, les gènescandidatssont des
inhibiteurs de protéases,la cathepsineD(l4qll), c-Fos
ou une protéine du choc thermique (HSPA2) fonctionnant
comme un chaperonpositif. Il a été décrit des familles
suédoiseet hollandaisedont les membresont une DSTA
précoce par mutation ponctuelle du gène de l'APP. Les
cellulesde neuroblastometransfectéespar une forme d'APP
qui présentela mutation « suédoise» expriment6 à 8 fois
plus de protéineA(3 que les cellules transfectéespar l'APP
de type sauvage.

La DSTA pourrait enfin résulter d'une potentialisation
de l'effet neurotoxique de l'A(3 sécrétée en quantité
physiologique: l'apoE interviendrait à ce niveau. En
effet, la microglie activée(comprenantles astrocytes)sous
l'effet des lésionsneuronalesphysiologiquesaccompagnant
l'avancée en âge, produirait davantage d'apoE par
activmion de protéineskinasesC. Les cellulesmicrogliales,
riches en LDL-récepteurs, peuvent lier l'apoE4, qui est
capable à son tour de se lier avec une grande affinité
au peptide A(3 [6] directementou par l'intermédiaire de
glycosaminoglycanes.La production et la fixation à la
microglie d'apoE4 pourraient faciliter la concentrationet
le dépôt de A(3 sur et autour de la microglie, formant
ainsi le noyau des plaquesamyloïdes(transformationdes
plaques séniles ditfuses en plaques séniles tibrillaires
et insolubles), transformant les monomères de A(3
en aggrégats insolubles. En effet, la formation de
substanceamyloïde semble dépendanted'un phénomène
de nucléation. La liaison apoE4-A(3 serait le grain (seed)
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qUI activerait la « cristallisation )} de la protéine A(3. Les
apoE2 et E3 poulTaient inhiber cette polymérisation et
apoE4la favoriser. L'apoEpourrait ainsi être une molécule
chaperonepathologique[261.

La neurotoxicité de A(3 pourrait être secondaire à
une activation de mécanismes apoptotiques[27] ou à
un effet amplificateur de l'entrée cellulaire de calciulll
par effet déstabilisant de membrane. Ces phénomènes
entraîneraientune hyperphosphorylationde la protéine tau
avec formation de PHF, conduisantà une dépolymérisation
des microtubules. une altération du transport a.'\onal,
une déconnectiondes synapses.une ('epousseanarchique
avec dégénérescencedu neurone et une gl iose active
qui entretiendrait le cercle vicieux par augmentationde
sécrétiond'apoE par les astrocytes[28 J. Cette hypothèse
est d'autant plus plausible que l'indométacine (Clnti­
inAammatoirenon stéroïdieninhibiteur des prostaglandines
et de l'interleukine 1, qui supprimerait l'activation de
la microglie) semble prévenir ou retarder le début de
la DSTA [29]. D'autres antagonistesde l'interleukine 1f3
poulTaient avoir la même action inhibitrice de la
prolifération gliale.

L'hypothèsede Hardy et Higgins [251 est cOiltro\·ersée.
L'apoE pourrait être impliquée dans la clairance de la
substanceamyloide physiologiquementproduite. L'ùjuipe
de Whitson [30] montre que l'apoE tend fi abaisser
la neurotoxicité de A(3, dans les cultures de neurones
hippocampiques.suggérant qu'à concentration normale
dans le LCR, l'apoE aurait un rôle neuroprotecteur.Cette
neuroprotection pourrait être due à une augmentation
de disponibilité des lipides recyclés à partir des
membranesdes neuronesendommagés.D'autre part. Af3
pourrait être éliminée du neuropiJe par les neuroneset
les astrocytes par l'intermédiaire de la liaison apoE­
LRP. L'apoE4 pourrait être moins neuroprotectriceque
l'apoE2 en raison d'une durée de vie plus courte. La
plus grande affinité de l' apoE4 pour A(3 pourrait la
soustrairede ses mécanismesde régulation, induirait sa
plus grande production et favoriserait l'amylo'ldogenèse.
Cet effet neuroprotecteur de l' apoE est cOlToboré
par l'observation d'une augmentation de l' ARNm de
l'apoE dans l'hippocampe, après lésion du cortex
entorhinal, avec un délai superposableà l'augmentation
de tubuline 1 impliquée dans les mécanismesde repousse
neuronale[31]: les lésions du cortex entorhinal, qui
entraînentCne dégénérescencede la voie perforanteallant
du cortex entorhinal à l'hippocampepar destruction des
cellules pyramidales CA 1, entraîneraient,par activation
des astrocytes, une hyperproduction d'apoE favorisant
la repousse des cellules pyramidales hippocampiques
glutamatergiqueset des cellules cholinergiquesdu septum.
Il semble, enfin, que l'apoE puisse aussi moduler la
neurotoxicitéde A(3 par les taux de cholestérolcellulaires,
membranairesen particulier. qui, comme les facteurs de
croissance,semblent agir sur la fonction neuronale en
modulant l'homéostasiecalcique. Le cholestérol pourrait
antagoniser les effets neurotoxiques de A(3 expliquant
la diminution d'effet amplificateur sur le calcium de
A(3 de lymphocytes de patients atteints de OSTA. les
modificationsde structuredes membranesneuronalesdans
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la DSTA et l'augmentationde neurotoxicitéde A(3 dans les
zones pauvresen cholestérol telles que la substancegrise
corticale [30J. Cette hypothèseest démentie par Sparks
et al. [31] qui observent,chezdesanimauxnourris avecune
grandequantitéde cholestérol(2 p. 100), une accumulation
de A(3 dans les cellulescérébrales,sansinduire pour autant
d'altérationdu cytosquelette,indiquant que le cholestérol,
pourrait avoir une action directe sur [e métabolismede
['APP.

ApoE et protéine tau

La troisième hypothèse met en jeu l'interaction entre
['apoE et la protéine tau. Dans la DSTA, le cytosquelette
neuronal est progressivement détruit et remplacé par
des agglomérats de filaments en double hélice (PHF)
qui sont composés,en grancle partie, par des protéines
tau hyperphosphorylées.L'assemblageet l'intégrité des
microtubules sont inhibés par la phosphorylationde tau,
peut-arepar défautde liaison de la protéine tau normaleà
la tubuline clans les microtubules.Les neuronesprésentant
cesdégénérescencesneurofibrillairesde n[amentsen double
hélice, perdent[' assemblagemicrotubulairede leur cytosol
et dégénèrent.

L'apoE est un des constituantsdes DNF des patients
ayant une DSTA [5]. Quand apoE3 est incubée avec
apoE4, apoE3 forme des complexes stables avec tau
contrairement à apoE4, alors qu'aucune isoforme ne
se lie il tau phosphorylée. L ïsoformeE3 pourrait être
un cofacteur bénéfique ou un agent séquestrantde la
protéine tau en la protégeant de la phosphorylation,
ce qui lui permettrait de conserver son action sur les
microtubules[32]. Ce rôle protecteurde l'apoE nécessite
sa présencedans le neurone. Des études de détection
immunohistochimiquesrécentes démontrent sa présence
dans les neuroneschez l'homme [32]. Les voies d'entrée
dans le neurone, bien que mal connues, semblent de
nature endosomale,médiéesprobablementpar les VLDL­
récepteursou les LRP [33, 34]. La démonstrationrécente
par une équipe allemandede l'existenced'une corrélation
entre le nombre d'allèles E4 et le nombre de DNF vient
appuyer cette hypothèse[35].

INTÉRÊT DIAGNOSTIQUE
DE LA DÉTERMINATION DU GÉNOTYPE

La sensibilité du test de déterminationdu génotypede
[' apoE (la découvertede l'allèle E4) dans le diagnosticde
la DSTA est d'environ 60 p. 100 avec une spécificité de
80 p. 100. La faible sensibilitédu testestdue aux 43 p. 100
de patients qui ne wnt porteurs d'aucun allèle E4 et qui
ont la maladie.La valeur prédictive négative(la probabilité
chezun patientnon porteurde E4 de ne pasavoir la DSTA)
est de 0,95 pour les patientsde moins de 75 ans et de 0,69
pour les patients de plus de 85 ans. La valeur prédictive
positive augmenteavec l'âge (la probabilité d'un individu
porteur de E4 d'avoir la maladie est de 0.45 avant 75 ans
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et de 0,88 après 85 ans) en raison d'une augmentationde
la prévalencede la maladie.

La déterminationdu génotypequi POUITa, peut-être.être
utile pour sous-grouperles patients en termes de réponse
au traitementou cie progressionde la maladie ne peut en
aucun cas permettre le cliagnostic de DSTA. Il n'apparaît
pas souhaitable d'estimer le risque d'une personne
asymptomatiquecie développerune DSTA (l'al[èle E4 est un
facteurde risquealors que ['allèle E2 protègede [a maladie)
en l'absencede traitementcuratif, d'autantque ['al[èle E"'1.
contrairementà l'allèle E2. semble s'accompagnerd'une
diminution de ['espérancede vie.

CONClUSION

L'apoE n'est probablement qu'un des facteurs pro­
téiques pouvant intervenir dans [es DSTA. D'autres rac­
teurs. tels que les glycosaminoglycanes,l'cd-antitrypsine.
[a substance P, la cathepsine D, ont, eux aussi.
probablementun rôle régulateur.

L'intérêt des hypothèsesénumérées tient dans leurs
applicationsthérapeutiquesactuellementen développement.
qu'il s'agisse des anti-inflammatoires. d'anti-chaperones
ou de régulateurs du cholestérol. Toutes les substances
qui intertèrent avec la production de l'apoE peuvent
avoir un intérêt thérapeutique:la production de l'apoE
par le macrophage est augmentée par le taux de
cholestérol libre intracellulaire, de LDL, de protéines
kinasesA et C. de TGF(3 (facteur de croissancetumorale
bêta), par la dexaméthasone,le M-CSF, l'AMPc (acide
adénosinemonophosphoriquecyclique)... Les agents tels
que LPS, endotoxine,intert-éron'Y et GM-CSF(granulocyte
macrophage-colonystimulating factor) conduisent à une
diminution de synthèsede l'apoE.

Si l'allèle E4 est un facteur de risque pour la DSTA,
ce qui semble maintenantclairement démontré, les pays
où la fréquence de E4 est particulièrement élevée (en
particulier les pays en voie de développement)risquent
d'être confrontésà un problèmemajeur de santépublique
si ]' espérancede vie de leurs populationss'accroît.En effet,
il existe des différences importantesde fréquencerelative
des a[lèles E4, d, E2 entre groupesethniques.L'allèle E4
est peu fréquentchez les Asiatiquesalors que sa fréquence
est très élevéechez les Africains noirs, en particulier les
Bushmen �(�f�r�~�q�u�e�n�c�e de E4/E4 3 il 5 fois plus élevée que
chez les Cûucasiens).

Bien que la rechercheconcernant]' apoE permette de
mieux comprendrela physiologiesi complexede la maladie
d'Alzheimeret laisse entrevoir des espoirs thérapeutiques,
il faut tout de même insister sur le fait que l'allèle E4
n'est qu'un facteur de risque, que sa présencen'est ni
nécessaire,ni suffisanteau développementde la DSTA et
que l'apoE, qui n'est pas indispensableà la régénérescence
neuronale[3], pourrait être remplacée, quand elle est
déficiente, par d'autresapolipoprotéines(apoD, J ou AIV
par exemple) qui devront, elles aussi, être étudiéesdans
la DSTA.
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