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« Ce n'est pas seulement au bout du chemin que l'on
arrive. A chaque étape on arrive quelque part, à chaque
pas on peut découvrir une face de notre planète, il
suffit de regarder, de désirer, de croire, d'aimer. »

un jardinier inconnu de « Samarcande »Amine Maalouj



« 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-binding repeat ofthe LDL receptor.
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Hypothèses et objectifs du travail

Objectifs du travail 1

La maladie d'Alzheimer (MA) est un désordre démentiel neurodégénératif progressif et

inexorable. Cette maladie touche majoritairement des personnes d'âge avancé entre 65 et 85

avec une incidence qui double tous les 5 ans.

Sur le plan anatomo-pathologique, la MA est caractérisée par une atrophie neuronale au

niveau de l'hippocampe et du néocortex cérébral et inclut deux aspects majeurs : une

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

protéine tau anormalement phosphorylée.

Au cours des deux dernières décennies, les aspects génétiques de la MA ont beaucoup

progressé après des recherches initiales de type épidémiologique et une longue période de

confusion. Les recherches des 5 ou 6 dernières années ont apporté des données essentielles et

ont abouti à un relatif consensus concernant l'importance des facteurs génétiques.

L'apoE est le facteur de risque génétique le plus important de la MA. Le locus du gène de

l'apoE est localisé sur le chromosome 19 et code pour 3 allèles communs (82, E3 et 84) qui

diffèrent les uns des autres par une substitution d'un ou deux acide(s) aminées). La présence

d'un allèle 84 augmente le risque et avance l'âge de développer une MA. Le polymorphisme

de l'apoE est associé aux formes tardives aussi bien familiales que sporadiques de la MA

(Strittmatter et al, 1993; Saunders et al, 1993, Lucotte et al, 1993, Siest et al, 1995).

L'apoE est exprimée dans de nombreux organes et tissus de l'organisme, le foie étant la

source principale de synthèse et de sécrétion de l'apoE (Alshouraby et al, 1985). Le système

nerveux central est le second site de production de l'apoE qui est synthétisée principalement

par les astrocytes (pitas et al, 1987). Certains travaux originaux ont montré l'importance de

l'apoE dans la croissance, la régénération neuronale et la synaptogénèse (Mahley, 1988,

Boyles et al, 1990; Poirier et al, 1994, Nathan et al, 1995). Ces données sont en faveur d'une

implication de l'apoE dans le métabolisme lipidique et l'homéostasie du cholestérol dans le

cerveau. L'association de l'allèle 84 à 64% des cas de MA (Saunders et al, 1993), suggère un

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

mécanismes précis d'implication de l'apoE dans la MA ne sont pas encore définis. Tandis

que certaines études postulent un rôle de l'apoE dans la clairance du peptide amyloïde J3

(Schmechel et al, 1993, Strittmatter et al, 1993), d'autres suggèrent un rôle dans la protection
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contre la phosphorylation excessive de la protéine tau (Strittmatter et al, 1994), et dans la

plasticité neuronale (Poirier et al, 1994).

Cependant, très peu d'informations sont disponibles concernant la régulation et la fonction de

l'apoE dans le cerveau. Les études de variations pathologiques de l'apoE liées à la MA sont

incomplètes voire contradictoires. Bien que l'allèle ~A et l'âge soient bien établis comme

facteur de risques majeurs de la MA, les mécanismes de l'implication potentielle des apoE

dans le processus physiopathologique restent à établir.

Les propriétés physico-chimiques des isofonnes de l'ApoE sont en faveur d'une implication

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

épidémiologiques, immunohistochimiques dans le cerveau et d'études de la composition

du LCR, est notre stratégie pour approcher in vivo les modifications biochimiques et

génétiques qui provoquent ou accompagnent l'apparition de la MA. L'élucidation des

bases moléculaires et cellulaires de la maladie d'Alzheimer et le choix de bons marqueurs

seront utiles non seulement au niveau thérapeutique mais aussi pour comprendre le

fonctionnement normal du système nerveux. Les interactions entre les marqueurs choisis se

résument à travers la figure 1 ainsi que les mécanismes d'action qui fondent nos hypothèses

de travail.

1) Métabolisme de l'APP

~
TTR A13 ApoE

'- /
ApoAI

n
2) Métabolisme lipidique

Réparation, régénération,

réadaptation synaptique

AllOD _ ApoAIV

Récel)teurs

1 \

(I)-tau-I)

TTR
/ '\

ApoE Actine
'- ./

Récel)teurs

/ \

3) Biochim ie du cytosquelette

Lésions neurofibrillaires

Plaques séniles

(amyloïde 13)
---.. ApoAI

)
ApoE

(

L...- ---I ••••.•..•••••.•..•.••. " .....• L...- ----l

Fig. 1- Présentation des marqueurs étudiés, de leur implication potentielle et de leur possible
interacion au niveau de h"ois voies physiopathologiques essentielles dans la maladie d'Alzheimer: la
régulation du métabolisme du peptide amyloïde f3, la biochimie du cytosquelette et le métabolisme
lipidique. Abbréviations : Af3 : peptide amyloïde f3 ; APP : précurseur de l'Af3 ; TIR : h"ansthyrétine ;
p-tau-p : protéine tau sous fOlme hyperphosphOlylée.
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Dans cet esprit, et à partir de ces hypothèses, les objectifs spécifiques de ma thèse sont

de:

- Mettre en évidence les variations de la concentration de l'apoE dans le LCR avec le

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

qualitatives de l'apoE dans le LCR, évaluer leur spécificité et leur intérêt dans le diagnostic

de laMA.

- Examiner d'autres protéines comme l'apoD, la transthyrétine (TTR) et l'actine afin

mettre en évidence des interactions possibles permettant de mieux comprendre le rôle de

l'apoE dans la physiopathologie de la MA et rechercher de plus de nouveaux marqueurs et

gènes candidats de métabolisme lipidique dans la MA à travers l'étude des apoAI et AIV.

- Etudier l'état d'équilibre et/ou d'interaction de ces marqueurs dans le LCR, en

parallèle avec la génétique de l'apoE, les données cliniques et d'histopathologie clinique du

cerveau permettant d'estimer l'étendue de la maladie et optimiser en parallèle la technique

d'électrophorèse bidimensionnelle afin d'étudier simultanément plusieurs marqueurs

protéiques dans le LCR.

- Etudier les propriétés d'interaction de l'apoE en fonction de son polymorphisme

génétique avec les récepteurs.

Ces objectifs nécessitent un rappel préalable d'un certain nombre de données

bibliographiques qui sont détaillées à la suite.
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1- Le système nerveux central et ses cellules, le
cytosquelette neuronal, le liquide céphalorachidien et
les barrières d'échange

1-1. Les cellules du tissu nerveux

Macroscopiquement, le système nerveux central est constitué de la substance blanche et de la

substance grise. Dans le cerveau et le cervelet, la substance blanche a une localisation centrale,

entourée de la substance grise tandis que dans la moelle et le tronc cérébral, la substance

blanche est périphérique et la substance grise est centrale. L'examen microscopique montre

une composition plus complexe avec les cellules nerveuses et les cellules névrogliques ou la

glie.

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

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

milliards dans l'écorce cérébrale. La glie est le tissu de soutien et représente la charpente du

système nerveux central mais également assure des fonctions essentielles au bon

fonctionnement des réseaux neuronaux. Dans l'organisme adulte, les cellules gliales assurent le

contrôle des des échanges entre le sang et le tissu nerveux, la régulation de la concentration

des ions potassium dans le milieu extracellulaire, la recapture des neurotransmetteurs au niveau

des synapses, l'isolation de certains axones par l'élaboration de manchons de myéline. Ces

différentes fonctions, partagées entre plusieurs types de cellules gliales, concourent à la

propagation efficace des messages nerveux. Le cellules gliales sont dix fois plus nombreuses

que les neurones. Du point de vue morphologique et fonctionnel, on distingue d'une part, les

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

oligodendrocytes (parfois regoupés sous le terme de macroglie), les cellules microgliales et

les cellules épendymaires et d'autres part les cellules gliales du système nerveux périphérique

qui comprennent plusieurs types de cellules de Schwann: myélinisantes, non myélinisantes et

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

Les astrocytes, qui sont les principales cellules interstitielles du cerveau. Ce sont des cellules

de forme étoilée avec des centaines de prolongements irradiant à partir d'une région nucléaire

centrale. Dans le système nerveux central, les prolongements astrocytaires sont intimement

associés aux neurones, à leur corps cellulaire, aux dendrites et parfois à leurs terminaisons
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axonales. Le cytoplasme des astrocytes est caractérisé par la présence de glycogène, qUI

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

gliofilaments constitués par une protéine filamenteuse qui leur est spécifique, "la protéine

fibrillaire acide de la glie (GFAP). Cette dernière devient surabondante après une lésion du

système nerveux central. Les astrocytes, ainsi modifiés, dénomés astrocytes réactifs, sont à

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

réparation nerveuse fonctionnelle. Les astrocytes vu leur organisation et leur localisation d'une

part entre l'endothélium capillaire et le neurone, et d'autre part entre la leptoméninge et les

neurones (Fig 2), interviennent dans le fonctionnement de la barrière hémo-encéphalique et de

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

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

cytoplasme est peu abondant. Leurs prolongements sont fins, courts et peu nombreux. Il en

existe deux types différents: les oligodendrocytes myélinisants et les oligodendrocytes

satellites. Les premiers sont localisés dans la substance blanche du cerveau et de la moelle

épinière. Ils sont organisés en groupes le long des fibres où ils sont responsables de la

formation des gaines de myéline autour d'une cinquantaine de segments d'axones, en moyenne,

appartenant à des axones différents. Cette situation est par conséquent très différente de celle

des nerfs du système nerveux périphérique où une cellule de Schwann ne myélinise qu'un

segment d'axone. Les oligodendrocytes satellites sont localisés dans la substance grise autour

des neurones.

pied aslrocytaire

aprllaire sanguin

j libreS
nerveuses
myelinisêes

ASTROCYTE FIBREUX

OLlGOOENOROCYTE
MYELINISANT
(inlerlasclculaire)

MICROGLIOCYTE

Cellules gliales du système nerveux central.

noyau

~"""'"" ,,,""
~~©l
~

/fS:L~/axones
, Q . iD - Fibre nerveuse

, amyélinique

Cellule de Schwann non myelinisante.

nœud de Ranvier

noyau de la cellule
de Schwann

\ho"------ cellule de Schwann

"'----- gaine de myéline

axone

Cellule de Schwann myelinisante.

Fig. 2- Organisation des cellules du système nerveux (Aimé-Genty et al, 1997)
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Les cellules microgliales sont les « satellites» des capillaires sanguins. Elles proviennent de la

transformation de certains globules blancs du sang, les monocytes, qui entrent dans le système

nerveux central pendant le développement embryonnaire sous forme de microglie amiboïde,

avant que ne soit constituée la barrière hémo-encéphalique. Parvenue dans le SNC, la microglie

amiboïde se différencie en microglie ramifiée. Cette dernière représenterait une forme

quiescente de la microglie, incapable de phagocytose. Cependant, à la faveur d'une lésion du

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

monocytes sanguins, en macrophages, c'est à dire en cellules douées de propriétés migratoires

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

difficile de faire la distinction entre macrophages d'origine sanguine et macrophages issus de la

microglie ramifiée propre au tissu nerveux.

Les cellules épendymaires constituent un épithélium ou couche de cellules unies par des

jonctions intercellulaires étanches. 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 contact du liquide céphalorachidien, comporte soit des microvillosités soit, des

cils. On distingue d'une part, les cellules épendymaires des plexus choroïdes qui constituent la

barrière méningo-cérébrale et d'autre part, les cellules épendymaires extrachoroïdiennes qui

comprennent les cellules épendymaires ciliées et les tanycytes, qui assurent la circulation du

liquide céphalorachidien.

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

nerveux, tout en participant à la conduction nerveuse. On en distingue trois types: les cellules

myélinisantes qui assurent la myélinisation de certains axones des nerfs périphériques. Chaque

cellule engaine un seul segment d'un seul axone qu'elle entoure d'un manchon de myéline, les

cellules non myélinisantes qui engainent plusieurs, voire plusieurs dizaines de petits axones

sans les myéliniser, formant ainsi des fibres nerveuses dites amyéliniques, et finalement les

cellules satellites (non myélinisantes) qui entourent les corps cellulaires des neurones sensoriels

primaires des ganglions crâniens et rachidiens.
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/-2. Le cytosquelette neuronal

Quelques notions de bases sur certaines éléments du cytosquelette sont indispensables à la

compréhension de la recherche sur la maladie d'Alzheimer (MA).

Les neurones sont des cellules très polarisées qui projettent de longs prolongements, les

axones et les dendrites, pour entrer en contact avec des cellules cibles. La formation et le

maintien de cette morphologie spécialisée nécessitent un assemblage correct du réseau du

cytosquellette neuronal. Le cytosquelette est donc l'élément qui permet de soutenir la

structure cellulaire et de donner leur forme aux neurones. Il est responsable de l'élaboration

des arborisations axonales et dendritiques au cours du développement, de leur maintien au

long de la vie et de leur altération en réponse à des changements fonctionnels. Le cytoplasme

des cellules est traversé par trois classes de protéines filamenteuses: les microtubules (25 nm

de diamètre), les neurofilaments ou les filaments intermédiaires (la nm de diamètre) et les

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

concentrés dans les axones et dans les dendrites où ils sont orientés longitudinalement et liés

les uns aux autres. Les filaments d'actine sont organisés en un réseau lâche qui s'étend au

dessous de l'ensemble de la membrane cellulaire.

Ces trois composants du cytosquelette sont connectés les uns aux autres pour former un

réseau, lui même en connexion avec le noyau, le cytosquelette membranaire et la membrane

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

intermédiaires sont liés au cytosquelette des cellules voisines et à la matrice extracellulaire

afin de former les tissus cellulaires.

Mlcrotubules

Réseau
d'actine

Fig. 3- Organisation du cytosquelette neuronal (Vale et al, 1994)
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Le cytosquelette est caractérisé par une très grande stabilité tout en ayant une grande plasticité.

Ces propriétés proviennent de l'organisation polymérique non covalente, particulièrement au

niveau de l'actine et des microtubules.

L'actine est une protéine globulaire de 43 kD qui s'assemble en polymères linéaires formant

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

hétérodimère de deux protéines très voisines d'environ 50 kD chacune, les tubulines a et p.

Les microtubules sont organisés sous forme cylindrique creuse.

Les neurones contiennent à la fois des formes monomériques et polymériques d'actine et de

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

l'assemblage et le désassemblage en réponse à des stimuli physiologiques et environnementaux.

Les neurofilaments sont eux, composés de trois sous-unités polypeptidiques : le NF-H (lourd

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

neurofilaments est différente de celle de l'actine et de la tubuline et est caractérisé par un coeur

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

spécifiques des neurones et font partie d'une famille de protéines de filaments intermédiaires

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

lymphatiques), la desmine (dans les muscles), la protéine acide gliales (GFAP) et les laminines

nucléaires. Les filaments intermédiaires forment un réseau dense de fibres ancrées du côté

cytoplasmique de la membrane nucléaire.

Il existe d'autre protéines associées aux microtubules et à l'actine qui sont co-purifiées avec

elles et que l'on appelle les protéines associées aux microtubules (MAP). Ces protéines jouent

des rôles importants dans l'assemblage et la stabilité des microtubules et dans les liaisons des

microtubules avec les filaments intermédiaires (Capote and Maccioni, 1994) et les filaments

d'actine (Cross et al, 1993). Dans les neurones, ces protéines incluent des MAP de haut poids

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

poids moléculaire (55-82 kDa) comme les protéines tau, Map 2c, 2d. La protéine MAP2 est

spécifique des dendrites, tau est localisée exclusivement dans les axones.

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

cytosquelette et utilisent l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP. Parmi ces protéines motrices, se
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trouvent la myosine, la dynéine, la kinésine et la dynamine qui sont de véritables moteurs

biochimiques qui provoquent le déplacement des organites in vivo.

Le cytosquelette est gouverné par une dynamique extraordinaire qui se manifeste, par exemple,

durant la mitose, la morphogenèse, la différenciation et la migration cellulaire et nécessite un

assemblage, désassemblage et remodelage des composants du cytosquellete. Ce dynamisme est

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

sérine/thréonine, de petites molécules régulatrices à GTP et d'autres molécules de transduction

de signaux (Schaller and Parsons, 1993; Pfeifer, 1995; Machesky and Hall, 1996).

1-3. Le liquide céphalorachidien

1-3-1. Composition

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

volume total est estimé de 100 à 160 ml chez l'adulte. Il représente 6,3% du contenu du

compartiment intracranial. La concentration en protéines du fluide lombaire est comprise

physiologiquement entre 0,15 et 0,45 g/l. Alors que les protéines présentes dans les ventricules

latéraux sont sécrétées par les plexus choroïdes, les protéines présentes dans le LCR lombaire

proviennent d'un passage par les espaces sous-arachnoïdiens, expliquant que les concentrations

d'une même protéine sont 3 fois plus élevées dans le LCR lombaire que dans les ventricules

latéraux (Appleyard and Mc Donald, 1992).

On estime que environ 80% des protéines du LCR proviennent du plasma par diffusion à

travers la barrière hémo-encéphalique. Le reste est synthétisé localement.

Les composants protéiques principaux du LCR sont l'albumine (la plus abondante des

protéines d'origine exclusivement plasmatique), la transthyrétine, la transferrine, la cystatine,

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

principalement, l' apoE.

Le LCR contient des lipoprotéines que l'on peut séparer par ultracentrifugation. Ces particules

ressemblent aux HDL plasmatiques et sont composées de protéines (34%), phospholipides

(34%), cholestérol libre (13%), esters de cholestérol (17%) et triglycérides (2%) (Rebeck,

1997). Parmi les apolipoprotéines, on trouve majoritairement les apoE, AI, D, AIV et 1.
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1-3-2. Circulation du LCR

Les plexus choroïdes produit plus de 70 % du volume total de LCR. Le reste est formé à partir

des activités métaboliques du cerveau et du parenchyme de la moelle épinière. Le LCR est

sécrété dans les plexus choroïdes et dans les ventricules cérébraux latéraux. Il suit ensuite un

courant circulatoire vers les 3ème et 4ème ventricules et traverse l'espace sous-arachnoïdien.

Dans cet espace, le LCR investit le parenchyme cérébral, où il sera réabsorbé au niveau des

veines à partir des structures membranaires comme les granulations de Pacchioni. Une partie

du flux est descendante à travers la moelle épinière pour retourner vers l'espace sous

arachnoïdien. Les granulations arachnoïdiennes permettent au LCR de quitter les espaces sous

arachnoïdiens vers le sang, à travers des valves à sens unique. Normalement, le transit des

biomolécules de l'espace lombaire vers le l'espace crânien nécessite approximativement 1

heure, le flux inverse est plus rapide. Le LCR est entièrement renouvelé toutes les 5 à 7 heures,

ou autrement dit, le taux de production de 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'obtention lombaires et ventriculaires sont montrés 0Natson and
Scott, 1994)
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1-3-3. Biochimie et physiologie du LCR

Le LCR assure les fonctions physiologiques suivantes:

1- un rôle mécanique comme support physiologique du cerveau, considéré comme un

« lit d'eau ». La poussée d'Archimède réduit le poids du cerveau d'un facteur 30 grâce

à laquelle le LCR constitue une protection continue et souple contre les chocs et les

changements de pression au sein de la cavité cérébrale, au niveau de l'espace sous

arachnoïdien et des ventricules.

2- le transport intracérébral des biomolécules, l'élimination des métabolites et des

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

chimique du cerveau. Un exemple de ce rôle est l'élimination en quelques jours des

cellules pathologiques après une hémorragie méningée.

3- une défense contre l'invasion pathogène, ce qui explique la rareté de l'infection du

cerveau au cours des infections généralisées.

1-3-4. Pathologie

Les changements dans la composition biochimique du LCR sont souvent le résultat d'activités

métaboliques altérées, de la mort cellulaire ou de réactions inflammatoires. En raison de ses

liens étroits avec le cerveau et de sa facilité de recueil, le LCR est le liquide biologique qui a

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

concentration dans le LCR des substances qui ne traversent pas la barrière hémo-encéphalique

permet d'estimer leur production dans le système nerveux central. Nous nous intéressons aux

variations pathologiques liées à la maladie d'Alzheimer, dont le relevé bibliographique est

exposé dans le paragraphe V.

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

La barrière hémo-encéphalique (BHE) est constituée de cellules épithéliales capillaires qui,

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

jonctions intercellulaires serrées étanches (<< tight junctions» selon la terminologie anglo-
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saxone). Ces cellules ont des intéractions anatomiques et fonctionnelles avec d'autres cellules

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

Meresse et al, 1989). Le concept de la BI-Œ est basé sur le fait que cet ensemble glio

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

l'échange de solutés. On estime la surface de l'endothélium des capillaires cérébraux à 100 cm2

par gramme de tissu. Dans le cerveau de l'homme adulte, la surface totale microvasculaire est

estimée à 12 m2
, la longueur totale des capillaires à 650 km, le diamètre de la lumière d'un

capillaire à 6 !lm et les capillaires distants de 40 !lm les uns des autres (Zlokovic, 1995).
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Fig. 5- Localisation des barrières sang-LCR et sang-eerveau (Lazorthes, 1973)

La BHE est sélective: elle permet généralement le passage des composés liposolubles de taille

inférieure à 600 kDa via un mécanisme de diffusion ?- travers la membrane plasmatique

endothéliale et possède des systèmes de transport de plusieurs substances que le cerveau

consomme rapidement et en grande quantité comme le glucose, les acides aminés neutres, le

lactate et les ribonucléosides nécessaires au métabolisme du cerveau (Davson et al, 1993;

Meresse et al, 1989), Les mécanismes de transport à travers cette barrière sont de nature

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

(hormones) et des métabolites physiologiques (H+, HC03·, ammonium).

2- Les transporteurs spécifiques pour les petites molécules hydrophiles' (vitamines et

autres nutriments).

3- Le transport par l'intermédiaire de protéines plasmatiques dans le cas du fer et de

certains médicaments acides.

4- La transcytose par l'intermédiaire de récepteurs, utilisée par les peptides et protéines

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

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

immunoglobuline G).
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Fig.7- Siège de la barrière hémo-cérébrale au niveau de
l'espace périvasculaire (Lazorthes, 1973).

Il est important de noter que la plupart des nutriments de base nécessaires à la survie neuronale

et gliale sont d'origine systémique et doivent passer à travers la BHE. Bien que certains

nutriments puissent atteindre le cerveau via le LCR, ce .type de transport est moins important

par rapport à la BHE dont la surface est 5 000 fois supérieure à celle du LCR (pradrige, 1984).

La BHE a également une dimension biochimique et physiologique. Ses cellules endothéliales

contiennent une plus grande densité de mitochondries que les cellules des autres endothéliums,

reflétant un niveau élevé de production oxydative d'ATP (Beggley, 1996). De plus, elle est le

site d'une plus grande activité enzymatique destinée à 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 monoamine oxydase (MAO) de type A et B, l'amino-acide décarboxylase

(AAD), la catéchol-O-méthyl transférase (COMT), la gamma-glutamyl transpeptidase (y-GT),

la NADPH cytochrome P450 réductase et la glutathione-S-transférase (GST). Ces enzymes

jouent un rôle dans le métabolisme des médicaments et des xénobiotiques.

1-5. La barrière Itémo-meningée

Cette barrière hémo-méningée est située au niveau des plexus choroïdes qui sont considérés

comme une porte directe entre le sang et le LCR. Entre les cellules adjacentes des plexus

choroïdes, des jonctions serrées assurent une fonction similaire à celle des fonctions entre les

cellules endothéliales des capillaires cérébraux. Les plexus choroïdes commandent activement

et sélectivement les échanges de molécules entre le LCR et le sang. Ils assurent généralement le

transport des micro-nutriments comme la vitamine C, les folates, les désoxyribonucléosides et

la vitamine B6. Une substance injectée dans les espaces sous-arachnoïdiens passe dans la

circulation sanguine mais l'inverse n'est pas vrai. La concentration d'une protéine d'origine

plasmatique dans le LCR est influencée par plusieurs facteurs:

1- La taille de la protéine qui est inversement liée à sa concentration dans le LCR en

raison de l'effet de filtration de la barrière sang-LCR (Felgenhauer and Renner, 1977)

2- La charge globale de la protéine (Griffin and Giffels, 1982).

3- La concentration plasmatique de la protéine (Felgenhauer, 1974).

4- L'état fonctionnel de la barrière sang-LCR.

Il existe, pour les membranes méningées comme pour les glomérules rénaux, des substances

sans seuil et des substances à seuil. L'urée est une substance sans seuil. Ainsi chez les

insuffisants rénaux, son taux est identique dans le LCR et dans le sang. Par contre, le glucose

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

diabétiques, est toujours inférieur à celui du sang.

Grâce à la barrière hémo-méningée, le LCR assure au cerveau la stabilité de son milieu en dépit

de la plupart des variations sanguines.
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Fig. 8- Mécanismes d'échanges au niveau de la
bani.ère hémo-méningé (Watson and Scott, 1994)
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/-6. La barrière méningo-cérébrale

Le LCR pénètre dans la substance cérébrale à travers les fentes de l'épendyme, circule dans

l'espace extracellulaire au contact des cellules nerveuses et aboutit dans l'espace sous

arachnoïdien. Cette barrière est constituée essentiellement par les membranes basales qui

séparent le tissu nerveux du LCR. Contrairement aux cellules épithéliales des choroïdes, les

cellules épendymaires ne sont réunies que par des jonctions communicantes, qui limitent peu

la diffusion des molécules. Elles pennettent donc un contact intime entre le liquide interstitiel

des tissus cérébraux et le LCR des ventricules, ces deux liquides ont par conséquence, une

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

//-1. Données cliniques - prévalence

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

caractérisé par un déclin progressif des fonctions intellectuelles, de la mémoire, du jugement,

de la capacité à raisonner. Les symptômes précoces peuvent inclure des pertes de mémoire, des

difficultés à appréhender les idées abstraites et des désorientations dans le temps et l'espace.

Les complications associées à la MA aboutissent généralement à la mort de l'individu dans les

2 à 10 ans, suivant l'évolution de la maladie. La MA a été décrite pour la 1ère fois en 1907 par

un clinicien chercheur allemand Alois Alzheimer, qui a procédé à l'autopsie d'une femme âgée

de 51 ans traitée pour démence. Les anormalités observées sont maintenant connues sous le

nom de plaques et de lésions et sont les caractéristiques histopathologiques de la MA.

Le diagnostic d'une MA probable est établi après exclusion de plusieurs autres causes connues

comparables à cette maladie. Le diagnostic définitif est posé à la mort des patients par la

présence dans leur cerveau :

1- de lésions neurofibrillaires intraneuronales qui sont des enchevêtrements constitués de

filaments en double hélice ("paired helical filaments" ou PHF), dont le principal constituant

est la protéine tau sous forme hyperphosphorylée.

2- de plaques séniles extracellulaires abondantes constituées majoritairement d'un peptide

appelé amyloïde ~ (A~) défini par sa conformation repliée en feuillets ~, et constitué de 39 à

43 acides aminés, produit du catabolisme d'un précurseur protéique nommé AFP (Amyloïd

Protein Precursor) .

3- une angiopathie amyloïde, constitué de dépôts vasculaires formés majoritairement du

peptide AB.

On estime, en France métropolitaine, à environ 360000 le nombre de patients déments dont

270 000 atteints de MA, 40 000 atteints de démence de type vasculaire et 50 000 atteints

d'autres types de démence. La prévalence de la MA dépend de l'âge et, selon les 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'à 22% ou plus entre 85 et 90 ans. Environ 150000 nouveaux cas de démence sont

dénombrés par an dans cette tranche d'âge.

11-2. Facteurs de risque génétiques

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

sporadique qui représentent respectivement 10,et 90 % des cas.

Les formes familiales sont associées à des mutations rares localisées sur les chromosomes l, 14

et 21 et affectant respectivement les gènes de l'APP (précurseur de la protéine amyloïde), de la

préséniline 1 (PS-1 ou S182) et de la préséniline 2 (PS-2 ou SMT-2). Les mutations sur le

chromosome 21 comptent seulement pour 2 à 3 % des cas de la NIA familiale à début précoce

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

expérimentaux ont renforcé l'hypothèse de la cascade de l'amyloïde, caractérisée par une série

d'événements aboutissant à la démence de type Alzheimer. Les gènes des présénilines codent

pour des protéines transmembranaires homologues. Leurs fonctions, comme celles de l'APP,

ne sont pas connues. Les mutations dans le gène PS-1 seraient responsables de 70 à 80 % des

cas familiaux précoces, celles du gène PS-2 de 20%.

La forme sporadique (à début tardive sans association familiale) est liée majoritairement au

locus de l'apoE sur le chromosome 19, qui est associé à 64% des cas de NIA sporadique.

Chromosome 14 Chromosome 19 Chromosome 21
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La présence d'autres facteurs génétiques est suspectée, notamment au niveau des gènes des

récepteurs de l' apoE. Les résultats montrent des divergences entre les différents travaux, dues

probablement à la complexité et à l'hétérogénéité de la MA. Certaines études rapportent une

association entre la région non codante du gène du récepteur aux VLDL et la MA (Ok:uizumi

et al, 1995). Ces résultats n'ont pas été confirmés par la suite (Ok:uizumi et al, 1996; Arinami

et al, 1996; Chung et al, 1996; Pritchard et al, 1996; Lendon et al, 1997 ; Fallin et al, 1997a).

D'autres études ont montré que le polymorphisme du gène du récepteur LRP est lié à la MA

(Wavrant-DeVrieze et al, 1997; Kang et al, 1997). Cette liaison semblant être associée à 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 gène du récepteur aux LDL, aucune

association n'a été détectée entre son polymorphisme et la MA (Lendon et al, 1997).

Les études du gène de l'a-antichymotrypsine avec la MA ont connu les mêmes divergences,

concernant l'étude de l'association de son polymorphisme à un risque accru de développer la

MA. Certaines études ont conclu à une association positive (DeKosky et al, 1996 ; Yoshiiwa et

al 1997; Morgan et al, 1997), d'autres à une association de nature sexe-dépendante (Kamboh

et al, 1997) et la plupart à une absence d'association (Muller et al, 1996; Haines et al, 1996 ;

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

Certains travaux mettent en cause le système HLA et mettent en évidence une association entre

la présence d'une forme allélique (A2) et la susceptibilté d'avoir la MA (Small and Matsuyama,

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

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

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

résultats montrent que les sujets porteurs des deux allèles BCHE-K et 84 ont 30 fois plus de

risque d'avoir la MA, tandis que le variant BCHE-K à lui seul augmente de 7,5 fois ce risque.

Enfin certains travaux ont recherché une association entre des nouveaux polymorphismes au

niveau de la région non codante de l'apoE et la MA. Un polymorphisme au niveau de l'intron 1

(IE1G/C) semble être en liaison avec la MA avec un plus grand risque en présence de l'allèle

IE1G (Mui et al,1996) . Toutefois, cette liaison apparente semble être la conséquence d'une

forte association entre cet allèle et 84. D'autres résultats très récents décrivent une association
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entre l'allèle A du locus polymorphique (-491A1T) localisé au niveau de la région de régulation

du gène de l'apoE et un risque élevé pour la MA, et ce indépendamment de l'allèle 84 (Bullido

et al, 1998). Les auteurs ont montré des activités de transcription plus élevées de cet allèle et

ont suggéré que l'association de l'apoE avec MA peut être la conséquence d'une expression

locale plus importante de cette protéine. Dans la même optique, Lambert et ses collaborateurs

(1997) ont montré une expression plus importante de l'allèle 84 dans la MA. Ce qui pourrait

suggérer que les fonctions de l'apoE pourrait être modulées aussi bien par ses variations

quantitatives que qualitatives.

11-3. Facteurs de risque environnementaux

Mis à part les facteurs de risque génétiques, des facteurs de risque exogènes pour la MA sont

proposés tels que : le niveau d'éducation, les antécédents médicaux personnels, la nutrition,

l'exposition aux métaux lourds et aux toxines.

Les hypothèses d'implication des facteurs environnementaux comme agents provoquant la MA

ont été suggérées par des études récentes de prévalence chez des groupes ethniques vivant

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

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

prévalence par rapport à l'ethnie restant dans le pays d'origine (Fukunishi et al, 1991; Ueda et

al, 1992). Les prévalences étaient 3,5%,4,7% et 1,88 % respectivement.

II-3-1. La nutrition

Même en se basant sur les rapports nutritionnels du FAD (Food and Agriculture Drganization),

l'étude à l'échelle mondiale des facteurs nutritionnels se heurte à des problèmes majeurs qui

sont les différences entre les populations, notamment des pays européens et nord-américains

d'une part, et des pays asiatiques et africains d'autre part. Ces différences concernent surtout la

distribution d'âge, l'espérance de vie des malades d'Alzheimer, les différences génétiques, les

habitudes alimentaires, les normes des efforts physiques, etc... Une méta-analyse (Grant, 1997)

révèle que les études limitées aux pays européens et nord américains (Angleterre, Canada,

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

fortement associée au risque d'avoir la MA tandis que le poisson semble y être inversement
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associé. D'après cette étude 1 calorie de poisson semble contrer les effets de 0,48 g de lipide

(ou approximativement 4,3 calories de 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 protecteur du

poisson dont l'apport alimentaire semble réduire le risque de développer une démence (Kalmijn

et al, 1997), tandis que l'acide linoléique augmente ce risque.

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

Plusieurs études cas-témoins ayant étudié le rôle du tabac dans la MA, ont observé que le

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

significative. Les méta-analyses (Graves et al., 1991; van Dujin and Bofman, 1992; Lee, 1994)

menées sur ce sujet ont trouvé un effet statistiquement protecteur du tabac. D'autres études

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

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

in vitro du peptide A~ en prévenant la transformation conformationnelle amyloïdogénique

hélice a~feuillet ~ de ce peptide (Salomon et al, 1996). Les études épidémiologiques de

l'effet de l'alcool sont moins claires. Les travaux reportent des effets non significatifs (Graves

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

(Fratiglioni et al., 1993). Une étude récente française a montré un effet protecteur d'une

consommation « modéré »de vin (3 à 4 verres par jours) contre la MA (Orgogozo et al, 1997).

Il s'agissait d'une étude prospective avec un suivi de 3 ans d'une cohorte de sujets âgés de la

région bordolaise et un receuil des cas incidents de démence. Toutefois, les limitations de cette

étude ne sont pas négligeables, notamment en l'absence de données concernant les habitudes

de vie et de consommation durant les nombreux années ayant procédé l'étude.

II-3-3. Les métaux

Plusieurs travaux ont rapporté des taux élevés d'aluminium, de métaux de transition (argent,

cobalt, fer, mercure, .. ), de sodium et de chlorure dans le cerveau des patients décédés de la

MA (Ehmann et al, 1986; Thompson et al, 1988; Wenstrup et al, 1990). Les fonctions
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physiologiques de ces métaux dans le cerveau ne sont pas claires. La question du rôle de

l'aluminium dans la MA est controversée malgré les associations notées entre des expositions

élevées à l'aluminium et la prévalence de la MA (Doll, 1993; Forbes and McLacWan, 1996).

En dépit de ces propriétés neurotoxiques, l'aluminium ne cause pas la MA. Toutefois, il semble

qu'il soit suffisamment associé à cette maladie pour qu'il puisse être impliqué dans son

développement (Savory et al, 1996).

11-4. Diagnostic et traitements de la Maladie d'Alzheimer

Le diagnostic de la MA n'est pas une procédure simple et il est plutôt basé sur l'exclusion

d'autres causes probables de démence (maladies de Parkinson, de Huntington, de Creutzfe1d

Jacob, de Pick, .. ). A l'apparition des symptômes, des évaluations neurologiques psychiatriques

et physiques complètes devraient être menées par un clinicien spécialiste. Ces examens doivent

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

neuropsychologiques (le plus répandu est le Mini Mental State Examination ou MMS, Folstein

et al, 1975). L'utilisation du CT scanner cérébral, de l'imagerie par résonance magnétique

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

l'imagerie fonctionnelle - tomographie d'émission monophotonique (SPECT) et tomographie

d'émission à positons (PET) peuvent être utile. Ces techniques permettent des mesures

directes de l'atrophie cérébrale corticale, des modifications morphologiques de la substance

blanche et des mesures du métabolisme cérébral. Parmi les critères de diagnostic les plus

répandus sont ceux établis par le NINCDS/ADRDA ou National fnstitute ofNeurological and

Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer's Disease and Related Disorders Association

(Mc Kaknn, 1984) qui incluent, pour un diagnostic de MA probable, une évaluation MMS, des

examens cérébrales au scanner et des examens de la composition de LCR. Après des examens

complets, le diagnostic d'une maladie Alzheimer probable est certain dans 80 à 90 % des cas.

Seule l'autopsie et l'examen histopathologique du tissu cérébral peuvent confirmer le

diagnostic par la présence de nombreuses plaques séniles et de lésions neurofibrillaires.

Concernant le traitement de la MA, le premier médicament mis au marché (depuis 1993 aux

USA) est la tacrine ou Cognex®(Parke-Davis) qui un inhibiteur de l'acétylcholinestérase, utilisé
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dans le but d'augmenter les niveaux endogènes d'acétylcholine dans le cerveau et d'augmenter,

en conséquent, la neurotransmission cholinergique. L'efficacité de la tacrine est limitée au cas

modérés de MA et certains patients ont approuvé une amélioration au niveau des performances

cognitives et des capacité à excercer plusieurs activités de la vie courantes. Toutefois les effets

secondaires, parfois importants et graves, ont entraîné des limitations à son utilisation. Plus

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

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

efficacité et totérabilité. Beaucoup d'autres médicaments sont au stade d'essai (phase II et II)

ou encore au stade de recherche de base. De multiples approches de traitement ont été

proposées par la recherche sans aboutir à une amélioration significative chez la majorité des

patients souffrant de la MA. Deux principales stratégies thérapeutiques sont retenues:

- La stratégie étiologique dont les objectifs sont d'éliminer les éventuelles causes pathogènes,

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

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

plupart de ces stratégies sont au stade expérimental.

- La stratégie symptomatique par l'utilisation des facteurs neurotrophes (exemple: le Facteur

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

neurotransmission cholinergique, de précurseurs de l'acétylcholine, d'agonistes post

synaptiques et d'inhibiteurs de la cholinestérase (comme la tacrine et l'Aricept). D'autres

produits sont utilisés dans une stratégie symptomatique plus générale comme les

médicaments psychotropes qui luttent contre les troubles du comportement et les réactions

émotionnelles (les antidépresseurs, les neuroleptiques).
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111- L'apolipoprotéine E, son rôle dans le métabolisme
lipidique, ses récepteurs et sa place dans la maladie
d'Alzheimer

Les apolipoprotéines (apo) ont des propriétés physico-chimiques qui assurent le maintien des

lipoprotéines, particules circulantes formées de lipides et de protéines et contenant la totalité

des lipides sanguins, à l'exception des acides gras non estérifiés. Ces apolipoprotéines jouent

également un rôle dans la sécrétion, le transport et le métabolisme de ces particules via des

récepteurs cellulaires. Elles ont également des propriétés d'inhibiteurs ou d'activateurs

enzymatiques. La liste des apolipoprotéines, leurs répartitions et leurs fonctions sont résumées

dans le tableau 1.

L'apolipoprotéine (apo) E est une protéine de 299 acides aminés, d'un poids moléculaire de

34200 Da (RaIl et al, 1992). Elle est polymorphe, son locus localisé sur le chromosome 19 (en

position 19q12) possède trois allèles majeurs 02,83,84.

L'isoforme E3, la plus fréquente, présente une cystéine en position 112 et une arginine en

position 158 ; l'isoforme E4 se différencie de E3 par la substitution de la cystéine en position

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

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

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

humaines intracellulaires hépatiques et du LCR diffèrent des isoformes sériques par leur

sialylation, ajoutant une complexité supplémentaire au polymorphisme de l'apoE.

Dans de nombreuses espèces, dont l'homme, le cerveau est le second site de synthèse de

l'apoE après le foie (Elshourbagy et al, 1985). Les astrocytes et les oligodendrocytes sont les

principales cellules de production de l'apoE dans le cerveau (Boyles et al, 1985; Pitas et al,

1987). L'apoE est synthétisée au niveau du système nerveux périphérique par les cellules de

Schwann.
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Tableau 1- Principales apolipoprotéines et leurs caractéristiques (Mahleyet al, 1984; Doré et al, 1994)

Masse Concentration Présence Fonction principale
moléculaire sérique (mg/l)

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

ApoAI 28016 0,8-1,6 HDL Activateur de la LCAT

ApoAII 17414 0,20-0,55 HDL Activateur de la lipase hépatique

ApoAN 46000 <0,05 chy1omicrons métabolisme des TG, cofacteur de
la LCAT

ApoBlOO 550000 0,60-1,6 VLDL, illL, LDL, sécrétion des VLDL, protéine de
Lp(a) structure des LDL

ApoB48 264000 0-0,02 chy1omicrons, VLDL, synthèse et sécrétion des
illL chy1omicrons

ApoCI 6600 0,03-0,11 chy1omicrons, HDL activateur de la LCAT

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

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

ApoD 22000 0,08-0,10 HDL activateur de la LCAT

ApoE 34 100 0,02-0,60 chylomicrons, VLDL, métabolisme des chylomicrons et
HDL des illL

ApoF 30000 0,02 HDL

ApoG 72 000 <0,05 VLDL

ApoH 45000 0,2 chy1omicrons activateur de la LPL

ApoJ 70000 0,1 HDL inhibiteur du complexe du
complément

ApoK 34500 0,05-0,3 HDL paroxonase

ApoL* 41041 0,005-0,007 HDL, VLDL spécifique du pancréas

*Duchateau et al, 1997
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111-1. APOE ET METABOLISME LIPIDIQUE

L'apoE est l'un des composants des lipoprotéines riches en triglycérides dans la circulation

sanguine (chylomicrons, lipoprotéines de très faible densité (VLDL)) et des lipoprotéines de

haute densité (OOL). L'apoE est le ligand de ces lipoprotéines aux récepteurs cellulaires dont

le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL) se trouve dans le foie, le neuropile et les

astrocytes ; le récepteur apoBIE ou LDLR et le récepteur LRP (protéine proche des récepteurs

LDL) dans les neurones et en petite quantité sur les astrocytes, et le récepteur des VLDL et

des chylomicrons (VLDLR).

La forme E2 qui est principalement associée à la fraction OOL des lipoprotéines plasmatiques,

et dont l'affinité est réduite pour les récepteurs apoBIE entraîne une cholestérolémie plus basse

que la forme E3. La forme E4, quant à elle, a une plus grande affinité pour les VLDL et pour

les récepteurs apo BlE provoquant une cholestérolémie plus élevée par rapport à E3.

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

cholestérol est imputable aux variations alléliques de l'apoE (Boerwinckle et al, 1987) et que

les sujets porteurs de l'allèle E4 présentent des taux de triglycérides plus élevés que les sujets

porteurs de l'allèle E2 lorsque leur poids augmente (Gueguen et al, 1989).

111-2. APOE ET RECEPTEURS DES LIPOPROTEINES DANS LE
SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Les récepteurs des LDL (LDLR) appartiennent à une famille multifonctionnelle qui accepte des

ligands autres que les lipoprotéines, tels que les complexes protéases-inhibiteurs de protéases.

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

Néanmoins, ils ont tous une propriété commune, celle de lier l'apoE.

Le nombre de membres de cette famille s'enrichit régulièrement en parallèle avec les progrès

de la biologie moléculaire, et la découverte de nouveaux récepteurs de l'apoE tels que le

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

exprimés de façon abondante dans les neurones et au cours du développement du SNe. Ils

sont donc candidats à des fonctions spécifiques importantes dans la physiopathologie du

cerveau.
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Tableau 2- Principaux récepteurs de l'apoE et localisation dans le cerveau chez l'homme

Récepteurs

Récepteur des LDL (LDLR)

Récepteur des VLDL (VLDLR)

Mégaline / GP330 / LRP-2

LRP (LDLR related protein)

Récepteur 2 d'ApoE (LR7/8B)

LRII ou sorLA-l (sorting
protein-related receptor
containing LA repeats)

Ligands (lipoprotéines)

ApoE, ApoB (LDL, ~VLDL,
remuants)

ApoE, LPL (VLDL, ~VLDL, IDL)

ApoE, LPL, ApoJ (remuants)

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

l'exotoxine pseudomonas A
(protéoliposomes, chylomocions,

~VLDL)

ApoE, RAP (~VLDL)

ApoE, RAP (~VLDL)

Localisation dans le cerveau

neurones, glie

microglie, couches corticales

cellules de l'épendymes

plexus choroïde, neurones
pyramidau,'X, cellules granulaires,

astrocytes actifs

cortex cérébral, ple:\.lls choroïde,
hippocampe, épendyme, bulbe

olfactif

régions CA de l'hippocampe, gyms
dentate, cortex cérébral,

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

ID-2-1. Organisation structurale des récepteurs d'apoE

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

fonctionnels communs très conservés à travers les espèces et caractérisés par une grande

identité de séquence (70 à 100%) :

1- un domaine N-terrninal extracellulaire de liaison au ligand composé de répétitions d'environ

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

2- un domaine de répétitions homologues au facteur de croissance épidermique (EGF)

contenant également six cystéines.

3- un domaine de liaison de chaîne glucidique (de type O-liaison)

4- un domaine transmembranaire.

5- un domaine cytoplasmique avec une séquence signale FDNPVY (hexapeptide contenant une

tyrosine).



A. lvfERCHED Doctorat UHP Phamracie-Nancv 1994-1997 Etat du suiet 28

La différence structurale entre les membres de la famille des récepteurs LDL réside au niveau

des répétitions dans le domaine de liaison au ligand, ce qui explique la spécificité de liaison à

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

contient 8 (voir Fig 10).
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Fig 10- Membres de la famille du récepteurs des LDL et leurs
domaines structuraux.

Le récepteur LR7/8B d'abord a été identifié comme étant le récepteur-2 de l'apoE (ApoER2)

(Kim et al, 1996) et a été appelé LR7 en raison de sa composition dans le domaine du ligand

avec 7 répétitions organisées de façon différente de celles du LDLR et il possède en plus de ce

dernier, une insertion de 59 a.a. dans le domaine cytoplasmique. Par la suite, un autre récepteur

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

caractérisé par une expression abondante dans le cerveau et a été baptisé LR8B (B= brain). Le

LR8B a une structure qui ressemble plus au VLDLR qu'au LDLR. Récemment, l'ApoER2

(LR7) et le LR8B ont été identifiés comme étant deux variants d'un même gène produits par

épissage alternatif (Kim et al, 1997). Cela constitue une première dans la famille de récepteurs

LDLR.
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1II-2-2. Fonctions des récepteurs de l'apoE dans le cerveau

Les lipoprotéines contenant de l'apoE interagissent avec des récepteurs tels que LDLR,

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

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

lipoprotéines-récepteurs sont dirigés vers la voie de dégradation endosomale/lysosomale où

l'apoE se dissocie du récepteur qui sera recxclé vers la membrane plasmatique (Brown and

Goldstein, 1986). Les autres composants protéiques des lipoprotéines peuvent être dégradés et

les lipides utilisés par les compartiments cellulaires.

Dans le LCR, les lipoprotéines contenant l'apoE sont des particules de type I-IDL contenant

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

cerveau, le cholestérol semble être synthétisé localement (Edmond et al, 1991; Juvernics and

MoreIl, 1995), ce qui suggère une implication importante de l'apoE dans l'homéostasie du

cholestérol au niveau du SNC (pitas et al, 1987, Borghini et al, 1994). Contrairement au

compartiment plasmatique où les lipoprotéines contenant de l'apoB (VLDL and LDL) sont

également impliquées dans le transport du cholestérol, dans le LCR seules les lipoprotéines

contenant l'apoE possèdent les propriétés de se lier aux récepteurs des LDL et de participer au

transport du cholestérol par la voie des récepteurs.
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Fig. 11- Récepteurs des lipoprotéines riches en apoE et/ou LPL dans les cellules
(St Clair and Beisiegel, 1997).
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Boyles et ses collaborateurs (1989) ont développé un modèle de régénération des nerfs

périphériques impliquant les lipoprotéines contenant l'apoE et les récepteurs des LDL. Dans ce

modèle, les lipides provenant des neurones en dégénérescence sont capturés, stockés

localement et réutilisés au cours du processus de régénération et de remyélinisation des axones

où les LDLR sont présents à forte concentration. Cela suggère que l'apoE est un intermédiaire

dans la livraison des lipides aux axones en régénération (Handelmann, et al, 1992).

La synthèse de l' apoE augmente après des lésions et des dommages cellulaires des neurones

périphériques (Snipes et al, 1986) et centraux (Poirier et al, 1991). Le cholestérol nonestérifié

libéré après les lésions est estérifié et transporté par l'apoE vers les neurones en cours de

réinnervation et sera capté par la voie des LDLR afin de servir comme précurseur pour les

nouvelles terminaisons synaptiques (Poirier et al, 1993).

ill-2-3. Domaines structuraux de l'apoE

Une digestion protéolytique limitée de l'apoE a montré que la protéine est composée de deux

domaines structuraux (Wetterau et al, 1988; Aggerbeck et al, 1988). Le domaine N-terrninal

de 22-kDa s'étend de l'acide aminé 1 à 191 et présente une structure globulaire hydrosoluble.

Plusieurs évidences montrent que la région 136-150 participe directement à l'interaction de

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

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

enchaînement d'acides aminés basiques (lysine, arginine) qui réagissent avec les acides aminés

du récepteur apoBIE. Le domaine C-terrninal de 10 kDa qui s'étend des acides aminés 201 à

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

lipoprotéines (Weisgraber, 1990). Entre ces deux régions fonctionnelles, se trouve une région

de structure non ordonnée sensible au clivage protéolytique, contenant le site d'attachement

potentiel d'une chaîne glycanique en position 194.

La structure tridimentionnelle du fragment thrombolytique de 22-kDa de l'apoE a été établie

(Wilson et al, 1991). Ce fragment est organisé en quatre hélices allongées où les résidus

chargés positivement impliqués dans la liaison au récepteur sont situés dans la 4ème hélice (Fig

12) et exposés à l'extérieur. Il a été proposé que, en présence de lipides, la structure en 4
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hélices du domaine N-terminal de l'apoE change de conformation afin 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- Modèle des domaines structuraux de l'apoE
(Weigraber and Mah1ey, 1996).

L'apoE peut former des dimères grâce aux résidus cystéines situés dans le domaine de 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 hétérodimères ApoE3-ApoAII.

L'apoE2 qui a deux cystéines peut former des homodimères ApoE2-ApoE2, des trimères

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

pas de cystéines, ne peut être que sous forme monomérique.

IlI-2-4. Comportement allèle-spécifique de la liaison ge l'apoE aux récepteurs 
conséquences fonctionnelles

Récemment, un effet spécifique de l'isoforme de l'apoE dans la régénération neuronale a été

mis en évidence dans un système cellulaire de racines de ganglions dorsaux (Nathan et al,

1994). L'apoE3 humaine, en présence des ~-VLDL, augmente la pousse neuritique. Toutefois

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

considérablement reduits.
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Cela a permis de suggérer que l'apoE3 pourrait promouvoir la croissance neuronale, tandis que

l'apoE4 l'inhiberait. Ces résultats suggèrent que les effets spécifiques à l'allèle impliquent la

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

lipoprotéines et que l'apoE pourrait interagir de manière isoforme-dépendante avec une ou

plusieurs protéines cellulaires telles que les protéines du cytosquelette impliquées dans la

fonction et la structure des neurones.

Toutefois, Takahashi et ses collaborateurs. (1996) en utilisant les cellules CHO surexprimant

les VLDLR et déficientes en LDLR, ont montré que les VLDLR lient les VLDL provenant de

sujets normolipidémiques ayant un génotype 03/s3 aussi bien que celles provenant de sujets

81/s2. Mais les lipoprotéines des patients s4/s4 n'ont pas été étudiées.

Plus récemment, il a été démontré que les liposomes contenant l'apoE sont capables de lier

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

peptide dans les neurones et les astrocytes par la voie du récepteur des LDL (Beffert and

Poirier, 1996). Ce processus peut être complètement bloqué par la présence d'un anticorps

monoclonal dirigé contre la région de liaison du LDLR à l'apoE.

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

spécifiques dans la voie des lipoprotéines contenant l'apoE, en étudiant la liaison des liposomes

enrichis en apoE aux astrocytes et aux neurones. Les auteurs ont constaté que la liaison de

l'apoE4 a été similaire à celle de l'apoE3 à la fois sur les astrocytes et les neurones, tandis que

la liaison de l'apoE3 a été significativement supérieure sur les neurones par rapport aux

astrocytes. Il est concevable pour les auteurs que l'internalisation de l'amyloïde p par les

astrocytes et les neurones pourrait se produire de façon dépendante à la fois de la

concentration et de la nature de l'isoforme de l'apoE dans le SNe.

Ces processus pourraient être considérés comme la clé d'entrée de l'apoE dans les neurones

afin qu'elle puisse moduler le métabolisme de la protéine tau. Si la présence cytoplasmique de

l'apoE dans les neurones peut être fermement établie (Han et al, 1994), son origine n'est pas

claire. De plus, une fraction de cette protéine doit contourner le phénomène de sécrétion après

dégradation endosomale des lipoprotéines pour pouvoir interagir avec les composants du

cytosquelette.
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///-3- Place des apolipoproteines E dans la maladie d'Alzheimer

Les études génétiques ont établi le lien entre la région chromosomique 19q13.2 (Perikak

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

génétiques polymorphes de la région q13.2 du chromosome 19, regroupant le gènes de l'apoE,

le gène D19s47, les gènes des apoCI, apoCII, apoCI' et apoCIII, a indiqué que la localisation

du variant fonctionnel se limitait au locus de l'apoE (Chartier-Barlin et al, 1994).

De nombreuses études biologiques, épidémiologiques ont montré le lien étroit unissant le

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

apolipoprotéine dans la physiopathologie de la maladie.

L'équipe de Namba (1991) est la première à montrer par une méthode immunohistochimique la

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

extracellulaires et les vaisseaux sanguins cérébraux ainsi que dans les dégénérescences

neurofibrillaires (DNF) des patients atteints de MA. Une interaction forte entre apoE et AB a

été démontrée et des complexes apoE-AB sont trouvés dans le LCR (Strïttmatter et al,

1993). L'équipe de Rebeck (1993) confirme la présence d'apoE et du récepteur LRP dans les

plaques séniles des malades. Enfin, le niveau de transcription de l'ARNm de l'apoE dans le

cerveau et en particulier dans les astrocytes est augmenté chez les malades (Yamada et al,

1995; Diedrich et al, 1991).

D'autres études indiquent que le rôle de l'apoE dans la MA semble lié à son polymorphisme.

Les malades porteurs de l'allèle e4 ont davantage de plaques séniles et la densité des dépôts

d'AB dans leurs plaques séniles et leurs vaisseaux cérébraux est plus grande (Rebeck et al,

1993; Schmeche1 et al, 1993; Berr et al, 1994). Selon certains auteurs, les complexes entre

apoE4 et AB se forment plus rapidement et avec une affinité plus importante que les complexes

apoE3 -AB (Strittmatter et al, 1993).

L'équipe de Strittmatter et Roses montre le lien entre le polymorphisme de l'apoE et la protéine

tau, composant principal des DNF, qui est sous forme hyperphosphorylée dans laMA: la

protéine tau non phosphorylée se lie davantage à l'apoE3 qu'à l'apoE4 alors que ni l'apoE4 ni

l'apoE3 ne se lie à tau phosphorylée (Strittmatter et al, 1994a and 1994b).

Le rôle probablement important joué par le polymorphisme de l'apoE dans la physiopathologie

de la MA est confirmé par les études épidémiologiques.



A.MERCHED Doctorat UHP Phamwcie-Nancv 1994-1997 Etat du sujet 34

Roses et ses collaborateurs (Strittmatter et al, 1993) ont été les prenuers à montrer une

association statistiquement significative entre la MA familiale et la présence de l'allèle E4 .

Nous avons, peu de temps après, obtenu des résultats superposables chez les malades atteints

de MA sporadique à début tardif (0,46 vs 0,12) (12, 13). De nombreuses autres équipes, dont

celle d'Amouyel ont également trouvé cette association (Amouyel et al, 1993).

La fréquence des différents allèles varie suivant les études (variations géographiques et

ethniques) et l'expression de la maladie (familiale ou sporadique). La fréquence moyenne de

l'allèle E4 est de 0,37 (0,24-0.52) en cas de MA sporadique à début tardif contre 0,16 (0,12

0,2) pour les témoins.

Le risque de développer la MA pour les porteurs de l'allèle E4 est 3 à 15 fois plus grand que

celui des non-porteurs selon les études. Dans notre population nous obtenons un odds ratio

calculé de 11,82 (Lucotte et al, 1993). Le risque de voir apparaître une MA augmente de 20 à

90% suivant que l'on a 0, 1 ou 2 allèles E4. Actuellement, on estime que 65% des MA seraient

attribuables à la présence de E4 (Roses et al, 1996). L'âge de début de la MA à début tardif

décroît proportionnellement au nombre d'allèles E4. A contrario, l'allèle E2 diminuerait le risque

de MA et retarderait l'âge d'apparition de la maladie (Corder et al, 1993; Corder et al,

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

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

centenaires (Shachter et al, 1994).

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

physiopathologie de la MA ont été avancées :

ID-3-1. Apolipoprotéine E et croissance neuronale

L'apoE a un rôle certain dans la réparation nerveuse périphérique. En cas d'altération nerveuse

périphérique, des macrophages sont mobilisés et produisent en grande quantité l'apoE qui

participe à la maintenance des membranes de myéline en redistribuant les lipides de dégradation

vers les axones en régénération et vers les cellules de Schwann responsables de la

remyélinisation par l'intermédiaire des LDL-récepteurs (Goodrum, 1991).

L'apoE a probablement un effet proche sur la croissance et la réparation du neurone via la voie

des récepteurs (voir plus haut). L'apoE3 provoquerait une croissance neuritique (élongation et

ramification) alors que l'apoE4 l'inhiberait (Nathan et al, 1994), probablement en raison
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d'affinités différentes avec les lipoprotéines et les récepteurs, impliquant des qualités différentes

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

interagir différemment avec la matrice extracellulaire par leur liaison aux protéoglycanes à

héparine sulfate ou en déplaçant les facteurs de croissance.

ill-3-2. ApoE et dépôt amyloïde

La deuxième hypothèse, appelée "cascade de l'amyloïde" est proposée dès 1992 par Hardy et

Higgins.

La MA serait due à :

1- une hyperproduction de peptide AB responsable de la formation de substance amyloïde

toxique pour le neurone. Cette hyperproduction d'AB pourrait être secondaire à :

- un excès de production d'AFP: le modèle type est la trisomie 21, où les patients ont 3 copies

du gène codant pour l'AFP. Dans cette maladie, on observe une hyperproduction d'AFP par un

effet gène-dose et l'apparition d'une MA à début précoce.

- un défaut de maturation de l'AFP: la MA à début précoce et familiale est liée au chromosome

14q24.3, probablement impliqué dans la maturation de l'AFP: les gènes candidats sont des

inhibiteurs de protéases, la cathepsine D(14q Il), c-Fos ou une protéine de choc thermique

(HSPA2) fonctionnant comme un chaperon positif Il a été décrit des familles suédoises et

hollandaises dont les membres présentent une MA précoce par mutation ponctuelle du gène de

l'AFP. Les cellules de neuroblastome transfectées par une forme d'AFP qui présente la

mutation "suédoise" expriment 6 à 8 fois plus de protéine AB que les cellules transfectées par

l'AFP de type sauvage.

2- une potentialisation de l'effet neurotoxique de l'AB secrétée en quantité physiologique où

l'apoE interviendrait probablement. En effet, en réponse aux lésions neuronales physiologiques

produites lors du vieillissement, la microglie activée et les astrocytes réactifs produiraient

davantage d'apoE par activation de protéines kinases C. Les cellules microgliales, riches en

LDL-récepteurs, peuvent lier l'apoE4 qui est capable à son tour de se lier avec une grande

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

glycosaminoglycanes. La production et la fixation à la microglie de l'apoE4 pourrait faciliter la

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

plaques amyloïdes (transformation des plaques séniles diffuses en plaques séniles fibrillaires et
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insolubles), transfonnant les monomères d'AD en agrégats insolubles. En effet, la fonnation de

substance amyloïde semble dépendante d'un phénomène de nuc1éation. La liaison apoE4-AD

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

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

molécule chaperone pathologique (Wisniewski and Frangione, 1992).

La neurotoxicité de l'AD pourrait être secondaire à une activation de mécanismes apoptotiques

(Loo et al, 1990) ou à augmentation de l'entrée cellulaire du calcium par une déstabilisation de

la membrane. Ces phénomènes entraîneraient une phosphorylation anonnale de ta protéine tau

avec formation de filaments en paire hélicoïdaux (PHF), conduisant à une dépolymérisation des

microtubules, une altération du transport axonal, une déconnection des synapses, une repousse

anarchique avec dégénérescence du neurone et une gliose active qui entretiendrait le cercle

vicieux par une augmentation de la sécrétion de l'apoE par tes astrocytes (Fukuyama et al,

1994).

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

stéroidien inhibiteur de prostaglandines et 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

antagonistes de l'IL 1f3 pourraient avoir la même action inhibitrice sur la prolifération gliale.
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Fig. 13- Représentation schématique de la formations des plaques séniles et des
lésions neurofibrillaires dans la MA (Weigraber and Mahley, 1996).



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancv 1994-1997 Etat du sujet 37

L'hypothèse de Hardy et Higgins Hardy and Higgins, 1992) est controversée. L'apoE pourrait

être impliquée dans la clairance de la substance amyloïde physiologiquement produite. L'équipe

de Whitson (Whitson et al, 1994) montre que l'apoE tend à abaisser la neurotoxicité de l'AB

dans des 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 la disponibilité des lipides recyclés à partir des membranes des neurones

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

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

neuroprotectrice que l'apoE2 en raison d'une durée de vie plus courte. La plus grande affinité

de l'apoE4 pour l'AB pourrait la soustraire à ses mécanismes de régulation, induirait sa plus

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

corroboré par l'observation d'une augmentation de l'ARNm de l'apoE dans l'hippocampe après

lésion du cortex entorhinal avec un délai superposable à l'augmentation de tubuline 1 impliquée

dans les mécanismes de repousse neuronale (poirier et al, 1991) : les lésions du cortex

entorhinal entraînent une dégénérescence de la voie perforante allant du cortex entorhinal à

l'hippocampe par destruction des cellules pyramidales CAl. La conséquence est une activation

des astrocytes et une hyperproduction d'apoE favorisant la repousse des cellules pyramidales

hippocampiques glutaminergiques et des cellules cholinergiques du septum. Il semble enfin que

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

cellulaire et membranaire en particulier, qui comme les facteurs de croissance, semblent agir

sur la fonction neuronale en modulant l'homéostasie calcique. Le cholestérol pourrait contrer

les effets neurotoxiques de l'AB, expliquant ainsi l'augmentation de la neurotoxicité de AB dans

les zones pauvres en cholestérol telle que la substance grise corticale (Hartmann et al, 1994).

Cette hypothèse est démentie par Sparks et ses collaborateurs (1994) qui observe, chez des

animaux nourris avec une grande quantité de cholestérol (2%) une accumulation d'AB dans les

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

cholestérol pourrait avoir une action directe sur le métabolisme de l'AFP.

I11-3-3. ApoE et lésions neurofibrillaires

La troisième hypothèse met en jeu l'interaction entre l'apoE et la protéine tau. Dans la MA, le

cytosquelette neuronal est progressivement détruit et remplacé par des agglomérats de
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filaments en double hélice (pRF) qui sont composés en grande partie de protéines tau sous

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

phosphorylation de tau, probablement par défaut de liaison de la protéine tau normale à la

tubuline dans les microtubules. Les neurones présentant ces dégénérescences neurofibrillaires

de filaments en double hélice perdent l'assemblage microtubulaire de leur cytosol et

dégénèrent.

L'apoE est l'un des constituants des DNF des patients présentant une MA (Namba et al,

1991). Quand l'apoE3 est incubée avec la protéine tau, l'apoE3 forme des complexes stables

avec cette dernière sous sa forme non-phosphorylée contrairement à l'apoE4, alors qu'aucune

des deux isoformes ne se lie à tau phosphorylée. Les isoformes E3 et E2 pourraient être des

cofacteurs bénéfiques ou des agents séquestrants de la protéine tau en la protégeant de la

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

(Strittmatter et al, 1994a). Ce rôle protecteur de l'apoE nécessite sa présence dans le neurone

et des études de détection immunohistochimiques démontrent sa présence dans les neurones

(Strittmatter et al, 1994b).

D'autres hypothèses alternatives aux possibles implications de l'apoE dans la MA ont été

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

fragment de clivage par la thrombine (Marques et al, 1996 ; Marques et al, 1997 ; Crutcher et

al, 1997). Le fragment provenant de la dégradation de l'isoforme E4 semble provoquer plus de

toxicité chez les neurones en culture que le fragment provenant de l'isofome E3. Cette action

nécessiterait l'interaction avec le complexe récepteur LRP (LDL-receptor Related Protein)

protéoglycanes à héparine sulfate (Talor et al, 1997). Ces hypothèses sont appuyées par

d'autres résultats décrivant, d'une part, la présence de la thrombine dans les plaques séniles

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

thrombine, la protéase-nexine-1 dans le cerveau en post mortem des patients atteints de la MA,

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

impliquant des activités importantes de la thrombine dans cette maladie.
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IV- Place des apolipoprotéine E, D, AI, AIV, de la transthyrétine
et de l'actine dans la maladie d'Alzheimer

Les marqueurs biochimiques et génétiques que nous avons étudiés sont présentés brièvement

dans ce chapitre. Il s'agit pour la plupart d'apolipoprotéines (voir Tableau 2) dont le choix est

justifié par leur place potentielle dans des fonctions essentielles au sein du SNC, notamment

dans le maintien de l'intégrité et de la plasticité et dans la réparation neuronale: c'est le cas

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

notamment au niveau de la biochimie et de l'équilibre du peptide Af3, pourraient être assurées

ou modulées par la transthyrétine mais également par l'apoAI. Finalement, nous avons suivi

les variations de l'actine afin de faire le lien entre la biochimie du cytosquelette, aspect aussi

important que l'amyloïdogenèse dans la MA, et les éventuelles fonctions régulatrices de

l'apoE et de la TTR. Toutes ces protéines, par comparaison à d'autres protéines importantes

dans le métabolisme lipidique telles que les ApoAII, B, CI et CIl, sont synthétisées dans le

cerveau et possèderaient des fonctions propres à celui-ci. Nous avons donc essayé de

d'étudier la nature de ces fonctions dans un environnement biochimique et génétique lié à la

MA.
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Fig. 14 - Présentation des marqueurs étudiés, de leur implication potentielle et de leur possible
interacion au niveau de trois voies physiopathologiques essentielles dans la maladie d'Alzheimer : la
régulation du métabolisme du peptide amyloïde p, la biochimie du cytosquelette et le métabolisme
lipidique. Abbréviations : Ap : peptide amyloïde P; APP : précurseur de l'Ap ; TIR : transthyrétine ;
p-tau-p : protéine tau sous fmme hyperphosphorylée.
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IV-l. L'APOLIPOPROTEINE D

L'apolipoprotéine D (apoD) est Wle composante protéique des HDL plasmatiques, elle

représente 5% du total des HDL (Fielding and Fielding, 1980). Elle est associée, dans ces

paIticules, à l'enzyme lécithine cholestérol acyl transférase (LCAT) (Draya et al, 1986). L'apoD

présente Wle grande homologie avec la protéine vectrice du rétinol (retinol binding protein)

plasmatique et appaltient à la superfamille des a-2-microglobulines ou lipocalines, qui

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

stmcture organisée en huit feuillets f3 antiparallèles qui fOlment Wle poche (ou calice) qui leur

confère la potentialité de lier des ligands hydrophobes. La plupaIt des gènes des lipocalines

sont organisés sous fOlme de c1uster sur le bras long du chromosome 9. Le poids moléculaire

de cette glycoprotéine est estimé à 33kDa. Le gène humain est localisé sur le chromosome 3

région p14.2-qter (Drayna et al, 1987a), celui de la souris sur le chromosome 16 (Warden et al,

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

capable de lier la progestérone, la bilimbine et l'acide arachidonique (Pealman et al, 1973~

Peitsch and Boguski, 1990; Morais Cabral et al, 1995). Le locus de l'apoD présente de

multiples RFLPs (Drayna et 1987b). Komboh et ses collaborateus (1989) ont été les premiers à

démontrer le polymorphisme de l'apoD à l'aide de techniques d'isoélectrofocalisation et

d'innnWlorévélation. Les auteurs ont rappOlté l'existence de deux allèles ApoD*l et ApoD*2.

Holmquist (1992) a montré l'hétérogénéité de l'apoD en isoélectrofocalisation, il a pu mettre

en évidence 7 isofOlmes de l'apoD repalties entre des pl de 4.6 à 6.2.

Fig. 15- Structure tridimensiOlmelle de l'apoD
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L'apoD correspond à la protéine GCDPF-24, protéine liant la progestérone retrouvée dans le

liquide des kystes chez les patients atteints de la maladie 'gross cystic' du sein (Pearlman et al,

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

Dans le plasma, elle est associée aux particules lipoprotéiques, notamment aux HDLs et aux

VLDLs. Cette liaison semble être réalisée principalement par l'intermédiaire de l'apoAII via

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

également associée à la LCAT et pourrait la stabiliser et jouer un rôle dans l'estérification du

cholestérol (Chajek and Fielding, 1978, Steyer and Kostner, 1987). Smith et ses collaborateurs

(1990a) ont proposé un rôle dans le transport du cholestérol ou de ses dérivés à travers la

barrière hémo-encéphalique. Toutefois, aucune affinité de l'apoD vis-à-vis du cholestérol n'a

été mise en évidence (Morais Cabral et al, 1995).

L'apoD s'accumule avec les apo E, AI, AIV durant la régénération neuronale périphérique

(Spreyer et al, 1990), son taux augmente de 500 fois (l'apoE 250 fois) dans ces conditions

(Boyles et al, 1990) A l'exemple de l'apoE, elle joue un rôle potentiel dans le processus de

dégénération-régénération dans le système neuronal périphérique et central.

Chez la souris, l'apoD est très exprimée dans le système nerveux central, contrairement à

l'homme et au lapin. Les sites de synthèse sont localisés majoritairement dans les cellules

gliales - les astrocytes et les oligodendrocytes- (provost et al, 1990 and 1991; Séguin et al,

1995 ; Patel et al, 1995).

IV-3. L 'APOLIPOPROTEINE AI

L'apoAI mature est un polypeptide de 243 aminoacides, de poids moléculaire d'environ 28

kDa. Le gène de l'apoAI est localisé sur le bras long du chromosome 11 dans le locus

contenant les gènes de l'apoCIII et de l'apoAIV (Li WH et al 1988). L'apoAI est la protéine

majoritaire des HDLs, elle représente approximativement 70% de leur masse protéique totale.

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

physicochimiques et son organisation structurale particulière (Allan et al, 1992; Dalton and

Swaney, 1993;_Sviridov et al, 1996). L'activation de la lécithine cholestérol acyltransférase est

une autre fonction de l'apoAI qui est également assurée par les apo AIV, CI, D et E (Mahley

et al, 1984; Steinmetz et Utermann, 1985; Steyer and Kostner, 1987).
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Fig. 16- Modèle de la structure de l'apoAlliant les lipides (Roberts et
al, 1997). Les sites de clivage sont montrès par de triangles. Les
cylindres représentent une structure hélicoïdale, les lignes en zig zag
des régions hélicoïdales probables mais pas nécessaires.

L' apolipoprotéine AI dans la maladie d'Alzheimer

L'apoAI est une des apolipoprotéines (apoE, AIV et D) qui s'accumulent dans les conditions

de régénération des nerfs périphériques et centraux (Boyles et al, 1989; Good, mm, 1991). Le

cholestérol provenant des cellules en dégénérescence s'accumule dans des lipoprotéines riches

en apoE et AI dans les sites de régénération et sera utilisé par les cellules qui expriment des

niveaux élevés de récepteurs aux LDL. Plus récemment, deux équipes (Kuriyama et al, 1994;
-

Kawano et al, 1995) ont étudié le niveau plasmatique des 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 montré que la concentration plasmatique de ces deux apolipoprotéines

est plus faible chez les patients atteints la MA par rapport aux sujets contrôles appariés à l'âge
,/

et que cette différence est indépendente de l'âge et du sexe.

Quant à la fonction de l'apoAI dans le cerveau, une étude récente a montré la présenc~ d'un

ensemble d'apolipoprotéines (AI, AIV, D, E et J) dans un homogénat du cortex frontal des

patients atteints de la MA et des sujets contrôles (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 entre cas et témoins. Les mêmes auteurs ont montré la présence de l'apoAI dans

certaines plaques séniles. Auparavant, Koudinov et ses collaborateurs (1994) ont mis en
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évidence l'affinité de cette apolipoprotéine pour le peptide A~, et d'autres travaux ont suggéré

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

conformation amyloïdogénique (Wisniewski et al, 1995).

IV-3. L 'APOLIPOPROTEINE AIV

Chez l'homme, l'apoAIV est associée aux lipoprotéines riches en triglycérides et aux HDL

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

métabolisme de ces lipoprotéines et intervient dans les échanges des apolipoprotéines entre les

différentes lipoprotéines (Lagrost et al, 1989).

Plusieurs propriétés de l'apoAIV suggèrent un rôle dans le transport reverse du cholestérol:

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

cholestérol contenu dans les adipocytes de rats (Steinmetz et al, 1990) et les fibroblastes, et de

l'estérifier (von Eckardstein et al, 1995). Ces propriétés de l'apoAIV ont été renforcées par la

mise en évidence de sa forte affinité pour la membrane des cellules hépatiques (Weinberg and

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

physiologique de l'apoAIV est l'activation de la lécithine cholestérol acyltransférase (LCAT),

l'enzyme responsable de la formation d'ester de cholestérol dans les HDL. Cette fonction peut

être également assurée par les apo AI, CI, D et E (Mahley et al, 1984, Steinmetz et_Utermann,

1985; Steyer and Kostner, 1978). De plus l'apoAIV est capable d'augmenter l'activité de la

lipoprotéine lipase en présence dIapo cn (Goldberg et al, 1990), enzyme qui est responsable de

l'hydrolyse des triglycérides dans les VLDL, illL et les chylomicrons.

Un polymorphisme génétique de l'apoAIV a été mis en évidence et deux isoformes majeures à

transmission autosomale codominante ont été décrites dans la population caucasianne (Menzel

et al, 1988). Les deux allèles apoAIV-1 et apoAIV-2 diffèrent au niveau de la 3ème base du

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

population lorraine a été estimée à 92% et à 8% (Zaiou et al, 1994). Certaines études

génétiques de population ont montré une association de l'allèle apoAIV-2 (360:His) avec des

taux de HDLs élevés (Menzel et al, 1988) et des niveaux bas de triglycérides (Eichner et al,

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

activation plus efficace de la LCAT par l'isoforme apoAIV-2 (Weinberg et al, 1990).
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L'apolipoprotéine AIV dans la maladie d'Alzheimer

Le rôle de l'apoAIV au niveau du cerveau a été appréhendé principalement dans un modèle

animal. Certaines études ont attribué à l'apoAIV un rôle dans le processus de régénération

mais également dans le développement du système nerveux central et périphérique (Bayles et

al, 1989). D'autres travaux ont suggéré que 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 augmente non seulement la concentration plasmatique de

l'apoAIV mais également celle du LCR et des injections intracistemales d'apoAIV inhibent la

sécrétion de l'acide gastrique (Okumura et al, 1994). Cette apolipoprotéine est un facteur

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

ventricule inhibe l'alimentation d'une manière proportionnelle à la dose perfusée (Tso et al,

1995). L'apoAIV est supposée traverser la barrière hématoencéphalique (Elhourbagy et al,

1985; Karathanasis et al, 1986), et la localisation récente de cette apolipoprotéine dans le

cerveau (Herr et al, 1996) ainsi que dans le liquide céphalorachidien comme partie intégrante

d'une population particulière de lipoprotéines (Borghini et al, 1995) sont en faveur d'un rôle

important de cette protéine dans le SNC.

L'expression de l'apoAIV dans le cerveau des patients atteints de la MA a été récemment

étudiée (Herr et al, 1996). Les variations du niveau de l'apoAIV dans le cerveau n'étaient pas

significatives entre cas et témoins, ce qui nous a permis de suggérer que les variations

qualitatives de l'apoAIV reflétées par son polymorphisme génétique, pourraient être plus

importantes dans la physiopathologie de la MA.

IV-4. LA TRANSTHYRETINE OU PREALBUMINE

Appelée d'abord préalbumine, grâce à sa mobilité électrophorétique plus rapide que celle de

l'albumine, cette protéine a ensuite été nommée transthyrétine (TTR) pour refléter son rôle de

transporteur de la thyroxine, hormone thyroïdienne, et du rétinol ou vitamine A (Ferguson et

al., 1975; Van Jaarsveld et al., 1973). La TTR est un tétramère de 54 845 Da formé de 4 sous-
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unités de 14 kDa chacune. Elle joue un rôle majeur dans le maintien des concentrations du

rétinol et de l'hormone thyroïdienne dans la circulation plasmatique (Episkopou et al., 1993).

Dans certaines circonstances pathologiques liées à des mutations de la TTR, cette protéine

semble s'agréger et se déposer dans différents tissus. Plus de 40 variants génétiques différents

de la TTR sont associés à des dépositions amyloïdes (Saraiva, 1995). Les nerfs périphéIiques

et le coeur sont les cibles patiiculières de ces dépôts, provoquant des neuropathies et des

cardiomyopathies qui sont les symptômes cliniques les plus courants.

Fig. 17- Structure tridimensionnelle de la TTR complexée avec la
protéine vectrice du rétinol (retinol binding protein)

La transthyrétine dans la maladie d'Alzheimer

La TTR représente une fraction majeure des protéines du LCR. Dans le SNC du rat et de

l'homme, elle est synthétisée de nova par les cellules épithéliales du plexus choroïde (Hebeti et

al., 1986). A masse de tissu égale, les plexus choroïdes contiennent au moins 100 fois plus

d'ARN de la TTR que le foie. Toutefois, la TTR est la seule protéine connue du SNC qui soit

exclusivement synthétisée par le plexus choroïde. Dans le LCR, elle est la pIincipale protéine

de transpOli de la thyroxine. Elle transpOlie environ 80% du total d'holl11one du LCR (Hagen

and Elliott, 1973) et serait probablement impliquée dans le transpOli actif de la thyroxine à
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partir de la circulation sanguine vers le LCR (Dickon et al, 1987; Mendel et al, 1987) (voir

modèle Fig. 18). Les astrocytes pourraient être une des cibles de l'effet hormonal de la

thyroxine qui semble réguler la polYmérisation de l'actine du cytosquelette et les interactions

entre les intégrines et la laminine. La thyroxine semble donc intervenir dans la modulation de

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

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

semble être permise par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques localisés à la surface

astrocytaire (Divino and Schussler, 1990b).

Sang

Plexus choroïde

LCR

,
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flux
unidireÇ60nnel
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Fig 18- Modèle hypothétique de transport de la thyroxine du sang vers le
LCR à travers le plexux choroïde (adapté de Dickson et al, 1987). TIR,
transthyrétine; CSF, liquide céphalorachidien; T4, thyroxine.

Ces propriétés de transporteur hormonal de la TTR n'ont jamais été prises en compte dans la

MA. Toutefois, les propriétés de cette protéine à lier le peptide Af3 ont attiré l'attention de

certaines équipes de recherche sur la MA. En effet, plusieurs propriétés expérimentales de la

TTR ont suggéré un important rôle protecteur de cette protéine contre la déposition du peptide

Af3 dans les plaques séniles, avec une possibilité d'un rôle de compétition pour l'apoE. En

effet, l'ApoE se lie in vitro au peptide Af3 avec une grande affinité (Strittmatter et al., 1993),

semble promouvoir la fibrillogenèse de l'Af3 et induire l'accumulation de ce peptide dans les

cultures de cellules vasculaires musculaires lisses (Ma et al., 1994; Wisniewski et al., 1994;



A. lvfERCHED Doctorat URP Phannacie-Nancv 1994-1997 Etat du suiet 47

Mazur-Koleka et al., 1995) tandis que la TTR inhibe et prévient cette formation fibrillaire

(Schwarzmann et al., 1994; Mazur-Koleka et al., 1995).

Bien avant la découverte de ces propriétés de la TTR, Riisoen et al (1988) avait montré une

corrélation négative entre la concentration de la TTR dans le LCR et la sévérité de la MA,

estimée par un score neuropsychiatrique. Depuis, la concentration de la TTR n'a jamais été

réétudiée dans le domaine de la MA.

IV-S. L'ACTINE

L'actine est une protéine qui joue un rôle important dans la structure et la mobilité cellulaire et

dans la génération d'une force contractile dans les cellules musculaires et non musculaires.

Trois isofomes d'actine peuvent être séparées par isoélectrofocalisation (Whalen et al, 1976) :

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

contractile, les isoformes ~ et y qui coexistent dans la plupart des cellules non musculaires

comme composants du cytosquelette et sont des médiateurs de la mobilité cellulaire interne.

Les isoactines sont les produits de différents gènes et ont des séquences en aminoacides très

similaires. Ces isoformes ont une expression tissu-spécifique bien conservée à travers les

espèces. Toutefois la signification fonctionnelle de ces multiples actines n'est pas bien comprise

en dehors des cellules musculaires.

Au niveau du cytosquelette, l'actine intervient dans la formation des fibres de « stress)} (longs

paquets de filaments d'actine) et du squelette membranaire qui est un réseau de protéines

fibrillaires attachées à l'intérieur de la membrane plasmique. L'actine se trouve dans un état

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

L'équilibre entre ces deux formes est étroitement contrôlé par les cellules qui peuvent modifier

l'équilibre entre l'assemblage et le désassemblage en réponse à de nombreuses sollicitations

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

hormones. Par exemple, l'équilibre semble être influencé par la présence de la thyroxine (T4)

dans les cultures astrocytaires (Siegrist-Kraiser et al, 1990). En effet, en absence de cet

hormone, une désorganisation des filaments d'actine est observée en faveur de la forme

soluble. Certaines substances comme la cytochalasine B sont capables d'inhiber la

polymérisation de l'actine en se liant aux filaments d'actine. Plusieurs autres facteurs
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extracellulaires sont capables de provoquer un changement de l'organisation cytosquelettale de

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

(Ridley and Hall A, 1992; Ridley et al, 1992).

L'actine dans la maladie d'Alzheimer

Les études du rôle de l'actine dans la maladie d'Alzheimer sont peu nombreuses. Jabbour et

ses collaborateurs (1992) ont rapporté une expression anormale d'actine dans les lymphocytes

des patients atteints de la MA ainsi que chez les patients trisomiques. Plus récemment, Mattila

and Frey (1995) ont trouvé une diminution quantitative de l'actine dans les plaquettes et les

lymphocytes des patients atteints de la MA. Les auteurs apportent des preuves concernant des

changements liés à la MA à l'extérieur du SNe et renforcent l'hypothèse de la nature

systémique de cette maladie.
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v- LES AUTRES MARQUEURS BIOCHIMIQUES DU LIQUIDE
CEPHALORACHIDIEN PROPOSES DANS LA LITTERATURE

La concentration de certaines substances dans le LCR qui ne traversent ni la barrière hémo

encéphalique ni la barrière hémo-meningée peut être considérée comme fonction de leur

concentration dans le liquide interstitiel du SNe. Beaucoup de travaux relatent les anomalies

de la composition du LCR comme reflet du métabolisme cérébral lié au développement de la

MA. Plusieurs hypothèses physiopathologiques de la MA, notamment l'inflammation et

l'oxydation, ont été analysées à travers des marqueurs spécifiques mesurés dans le LCR.

Beaucoup de travaux ont recherché les variations pathologiques des composants des plaques

séniles et des lésions neurofibrillaires, d'autres celles des systèmes de transmission et

fonctionnement synaptique.

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

présentés sous forme d'une liste (voir tableau) afin de montrer la diversité de ces substances et

les éventuelles difficultés méthodologiques à reproduire certains résultats.
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Tableau 3- Les marqueurs étudiés dans le liquide céphalorachidien en relation avec la maladie
d'Alzheimer

Variations
Marqueurs mesurés dans le LCR observées avec la Références

MA

Neurotransmetteurs
Acétylcholine diminué Davis et al, 1985

augmenté EIble et al, 1989
Choline augmenté Kumar et al, 1989
Acide homovani1ique (HVA) diminué BeaI et al, 1986

Atack, 1989
Kawakatsu et al, 1990
Prior et al, 1991
Pametti et al, 1992
Blenow et al, 1992a

Chromogranine A invariable O'Connor et al, 1993
Norépinéphrine augmenté EIrod et al, 1997
3-méthoxy-4-hydroxy-phényl-glycol dimihué Brane et al, 1989

(MHPG) Martignoni et al, 1992
invariable BeaI et al, 1986

Atack, 1989
Pametti et al, 1992

Acide 5-hydroxy-indol-acétique diminué Brane et al, 1989
(5-HIAA) Fukuda et al, 1989

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

invariable Atack, 1989
BeaI et al, 1986
Blennow et al, 1992a

Somatostatine (SST) diminué Bissette et al, 1992
Hartikainen et al, 1992
Strittmatter et al, 1997

Acide y-aminobutyrique (GABA) diminué BeaI et al, 1986

Vasopressine diminué Edvinsson et al, 1993
Jolkkonen et al, 1989
North et al, 1992

Endothéline-1 (ET-1) diminué Yoshizawa et al, 1992

Protéines et constituants neuronaux

Chromogranine invariable (LAD) Blennow et al, 1995

Synaptotagmine diminué (EAD) Davidsson et al, 1996

Laminine invariable Kittur et al, 1993

Ganglioside augmenté (EAD) Blennow et al, 1992b
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Marqueurs mesurés dans le LCR (Suite)
Variations

observées avec
laMA

Références

Systèmes enzymatiques
Glutamine synthase (présence: '+')
Aspartate aminotransférase

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

augmenté Riemenschneider et al,1997

Activité de l'enzyme de conversion de
l'angiotensine
Cholinestérase
Cathepsine D
Enolase spécifique des neurones (NSE)

a l-antichymotrypsine

Ubiquitine

Protéine tau

Constituants des plaques séniles
Précurseur de la protéine amyloïde (APP)

Protéine fi amyloïde (Afi) totale

Afi-42

invariable

diminué
augmenté
augmenté

invariable

augmenté

invariable

augmenté

augmenté

diminué

augmenté

invariable

augmenté
invariable

invariable
diminué

Konings et al, 1993

Kawakatsu et al, 1990
Schwagerl et al, 1995
Roydes et al, 1983
Blennow et al, 1990
Sulkava et al, 1988
Pauwels et al, 1993
Matsubara et al, 1989
Matsubara et al, 1990
Shinohara et al, 1991
Alstiel et al, 1992
Brugge et al, 1992
Harigaya et al, 1995
Licastro et al, 1995
Delamarche et al, 1991
Furbyet al, 1991
Tintner et al, 1992
Pirtilla et al, 1994b
Manaka et al, 1992
Blelillow et al, 1994a
Kudo et al, 1994

Hock et al, 1995
Jensen et al, 1995
Arai et al, 1995
Munroe et al, 1995

Vigo-Pelfrey et al, 1995
RosIer et al, 1996
Riemenschneider et al, 1997

Henriksson et al, 1991
Prior et al, 1991
Farlow et al, 1992
van Nostrand et al, 1992
Weidemann et al, 1989
Urakami et al, 1992
Chong et al, 1990
Henriksson et al, 1991

Nakamura et al, 1994
Van Gooi et al, 1995
Southwick et al, 1996
Tabaton et al, 1994
PirtilHi et al, 1994a
Motter et al, 1995
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Marqueurs mesurés dans le LCR (suite)

Apolipoprotéine J (apo 1)
Apolipoprotéine E (apoE)

Composant P amyloïde sérique (SAP)
~2-microglobuline

Protéines de la réaction inflammatoire
Interleukine-1fi (Il-fi)

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

Systèmes d'oxydation / antioxydation
Ascorbate
Superoxide dismutase

Ferritine

Variations
observées avec la Références

MA

augmenté Choi-Miura et al, 1992
invariable RosIer et al, 1996

Hahne et al, 1997
Lefranc et al, 1997

diminué Blennow et al, 1994b
Pirttila et al, 1994c

augmenté Merched et al, 1997
Lindh et al, 1997
Song et al, 1997

augmenté Hawkins et al, 1994
augmenté Martinez et al, 1993

augmenté Cacabelos et al, 1991
Blum-Gegen et al, 1995

invariable Pirtilla et al, 1994b
Martinez et al, 1993

invariable Blum-Gegen et al, 1995
augmenté Blum-Gegen et al, 1995
invariable Kalman et al, 1997

Hampel et al, 1997

invariable Paraskevas et al, 1997
invariable Braccoetal,1991

Urakami et al, 1995

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

Facteurs de croissance
Insuline-like growth factor 1 (IGFl)
Insuline-like growth factor 2 (IGF-2)

Eléments et minéraux
Nitrate
Cadmium
Calcium

Phosphore

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

invariable
augmenté

diminué
diminué
diminué

diminué

Tham et al, 1993
Tham et al, 1993

Kuiper et al, 1994b
Basun et al, 1991
Basun et al, 1991
Subhash et al, 1991
Subhash et al, 1991

L'intérêt de l'étude de tous ces marqueurs est d'apporter des informations étiopathologiques

importantes concernant la MA. Toutefois, ce qui ressort généralement de ces études est

l'absence d'une concordance ferme entre les différentes équipes pour certains marqueurs. Bien

que les différences entre les groupes de malades et les contrôles soient significatives pour
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certains marqueurs, ces résultats ne permettent pas de contribuer au diagnostic individuel de la

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

protéine tau qui semble être diminuée dans le LCR des patients atteints de la MA. Ces résultats

sont démontrés par plusieurs équipes indépendantes (Rock et al, 1995; Jensen et al, 1995; Arai

et al, 1995; Munroe et al, 1995; Vigo et al, 1995; RosIer et al, 1996; Riemenschneider et al,

1997). Néanmoins, ces diminutions de la protéine tau dans le LCR ne sont pas spécifiques de la

MA et peuvent être rencontrées dans d'autres maladies neurologiques chroniques ou aiguës,

comme l'encéphalite, l'ischémie cérébrale, la dépression, le SIDA et les atteintes des neurones

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

diagnostic futur, la protéine tau dans le LCR reste un marqueur prometteur en combinaison

avec d'autres marqueurs.

Ainsi, l'approche par la recherche d'un seul marqueur ne semble-t-elle pas être la meilleure

dans une optique de diagnostic et seule l'utilisation de plusieurs marqueurs peut permettre

d'atteindre cet objectif, comme cela a été montré très récemment par la combinaison de la

protéine tau et de l'aspartate aminotransférase (Riemenschneider et al, 1997). Les auteurs

montrent que la combinaison de ces deux marqueurs augmente la spécificité d'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 cette partie du travail est d'évaluer l'intérêt de la mesure de la concentration de

l'apoE dans le LCR et de son génotypage dans le diagnostic et la physiopathologie de la MA.

Nous avons d'abord examiné l'évolution de cette concentration avec l'âge, facteur de risque le

plus important de la MA. Ensuite, nous avons comparé les variations de la concentration de

l'apoE chez des patients atteints de la MA par rapport à deux groupes de contrôles; un groupe

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

composé de patients souffrant de diverses atteintes neurologiques et inflammatoires autres que

laMA.

1.1- Matériels et méthodes

1.1.1- Patients

L'effet de l'âge sur la concentration de l'apoE dans le LCR a été étudié dans un groupe témoin

de 40 individus (18 hommes, 22 femmes, moyenne d'âge 60,52 ± 16,56 ans, 26-89 ans) sans

symptôme ou signe en faveur d'une pathologie du système nerveux central ou périphérique et

sans anomalie dans la composition cytochimique du LCR (bilan de fièvre ou d'extension de

lymphomes).

L'étude clinique de la concentration de l'apoE comportait 116 LCR provenant de patients

atteints de la MA (38), de sujets contrôles âgés exempts de toute maladie neurologique ou

inflammatoire (31) et de patients atteints d'autres pathologies que la MA (47). Les échantillons

de LCR ont été obtenus par ponction lombaire, recueillis dans plusieurs unités hospitalières de

neurologie ou de géliatrie incluant le service de Médecine B de CHU Nancy, neurochirugie de

l'hopital Saint-Julien et gérontologie de Mont Saint Mal1in. Les informations physiologiques et

cliniques sont exposées dans le tableau 4:
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Tableau 4- Caractéristiques principales des patients

Malades d'Alzheimer Témoins sains Contrôles neurologiques

n (M%IF%)

Age (ans)

MMS (Folstein et 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 groupe de !viA

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

(National Institutes of Neurological and Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer's

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

présentant un score MMS (Mini-Mental State, Folstein et al, 1975) inférieur à 25 ont été inclus

dans l'étude.

Le groupe des sujets «témoins sains» est composé de sujets ayant bénéficié d'une ponction

lombaire dans le cadre du bilan diagnostique d'une fièvre ou d'extension d'un lymphome.

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

neurologiques autres que la MA: 7 cas d'accident vasculaire cérébral (AVC) (70,4 ± 13,2

ans), 10 cas d'atteinte du système nelveux périphérique (SNP) (58,4 ± 13,6 ans), 10 patients

avec une méningoencéphalite (ME) (65,6 ± 12 ans) et 20 patients avec une pathologie disco

vertébrale (CDV) (64,3 ± 12,9 ans).

1.1.2- Analyses biochimiques et génétiques

Le LCR obtenu par ponction lombaire a été analysé (concentration des protéines, teneur en

glucose, cytologie) et distribué en aliquots de 200 III dans l'azote liquide. L'ADN des cellules

nuclées sanguines a été isolé par la technique de Miller (Miller et al, 1988). Le génotypage de

l'apoE a été réalisé après PCR spécifique des sites polymorphiques de l'apoE et digestion

enzymatique par l'enzyme HhaI (Hixon et al, 1990). Le phénotypage de l'apoE a été réalisé sur

les protéines du LCR par électrophorèse bidimensionnelle.
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11.2.1- Electrophorèse bidimensionnelle

Préparation de l'échantillon: SO III de LCR non concentré sont dénaturés par 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

mélange est chauffé à 9S0C pendant 3 minutes. Les protéines sont séparées par la technique

d'électrophorèse bidimensionnelle (2D-PAGE) à l'aide du sytème ISO-DALT (Anderson and

Anderson, 1977), avec le protocole modifié suivant:

L'isoélectrofocalisation (IEF) a été réalisée avec le système ISO (Electro-Nuc1eonics, TN,

USA). La solution du gel d'IEF contient dans lS ml les produits suivants: urée (Bio-Rad), 8.25

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

9.5, 300111 à pH 8-10.S, lS0lll à pH 2.5-5, 150~tl à pH 5-7, lS0~tl à pH 4-6); acrylamide

bisacrylamide (30%/1.8%), 2 ml; et eau nanopure, S.71 ml. L'urée est dissoute manuellement

en chauffant et en agitant la solution. Après dégazage de la solution, les produits suivants sont

ajoutés: 0.3 ml du nonidet P-40 (Sigma, Paris France), SO III de persulfate d'ammonium (Bio

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

Les tubes capillaires (diamètre : 1.5 mm, longueur : 18 cm) sont remplis de cette solution et

laissés pendant 2 heures jusqu'à polymérisation. Une étape de préfocalisation pendant 2 à 3

heures à 200 V est nécessaire avant l'IEF proprement dite qui se déroule pendant 17 heures à

1200V suivies d'une heure à 1500V. Ces migrations se font dans une solution basique de

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

comme tampon anodique.

Les gels capillaires sont extraits et mis pendant 5 à 10 min, dans un tampon d'équilibration

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

et une pointe de bleu de bromophénol, le pH est ajusté à 6.8 avec de l'acide chloridrique à 6N,

et la solution est conservée à 4°C). Alternativement, les gels capillaires peuvent être conservés

dans le tampon d'équilibration pendant plusieurs semaines à -20°C.

La 2ème dimension: les gels capillaires sont déposés à la surface des gels en 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 protéines et

d'optimiser la reproductibilité de la coloration, nous avons ajouté dans la composition du gel

de 2ème dimension du thiosulfate de sodium à 5mM (Hochstrasser et al, 1988). La migration

se déroule pendant environ 4 heures à 400V pour 10 gels à la fois. Ensuite, les gels peuvent

être colorés au bleu de Coomassie, à l'argent (voir paragraphe suivant) ou préparés pour

autres analyses et détections spécifiques (électrotransfert et immunodétections).

11.2.2- Coloration argentique

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

(Rabilloud, 1992), dont le protocol compOlte les étapes suivantes:

Fixation des gels de la 2ème dimension pendant 4x30 minutes dans une solution contenant

10% d'acide acétique et 30% d'éthanol.

Sensibilisation pendant la nuit dans une solution contenant de l'acétate de potassium (0,5 M),

du tétrathionate de potassium (2,5 g/l), du glutaraldehyde (0,5%) et de l'éthanol (20%).

Lavage de 6x20 minutes avec de l'eau distillée

Bain argentique contenant du nitrate d'argent (12 mM ou 0,2%), du formaldéhyde 37% (600

).ll/l) et du sel HEPES hémisodique (5 mM) pendant 1 à 2 heures et rinçage de 5 à 15 secondes

à l'eau

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

fonnaldéhyde 37% (250-300 mlIl) et du pentahydrate de thiosulfate de sodium (10%).

Arrêt du développement dans une solution contenant de l'acide acétique (2,5%) et du tris

(5%).

11.2.3- Mesure de la concentration de l'apolipoprotéine E

La mesure de la concentration de l'apoE dans le LCR a été réalisée par une méthode ELISA

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

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

(Roche, Neuilly-sur-Seine, France).
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L'évolution de l'apoE avec l'âge a été étudiée par régression linéaire. Le test de t a été utilisé

afin de comparer les concentrations protéiques moyennes brutes ou ajustées à l'âge et au sexe

entre les différents groupes. Les analyses sur les sous-groupes de faibles effectifs ont été

réalisées par la méthode non-paramétrique de Kruskal-Wallis. Les fréquences alléliques ont été

comparées en utilisant le test de X2
. Toutes les données ont été analysées à l'aide du logiciel

statistique BMDP@ (Los Angeles, USA).

J.2-RésuJats

1.2.1- La concentration de l'apoE dans le LCR augmente avec l'âge

L'analyse de l'effet de l'âge a

montré une augmentation

significative (fig. 19) de la

concentration de l'apoE dans

le LCR des sujets indemnes de

toute maladie ou symptôme

psychiatrique (r 0,51;

p<0,005). Le rapport de cette

concentration au protéino

arachie suit la même tendance

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

Ces évolutions ne sont

influencées ni par le sexe ni par

le polymorphisme de l'apoE.
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Fig. 19- Evolution de la concentration de l'apoE dans le LCR
avec l'âge chez des sujets contrôles. Le coefficient de
corrélation (r) et sa significativité (P) sont présentés
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1.2.2- La concentration de l'apoE dans le LCR augmente avec la maladie d'Alzheimer

Le tableau 5 montre les caractéIistiques des patients et des témoins et contrôles inclus dans

l'étude. Les patients présentant une MA sont plus âgés que les patients témoins et que les

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

Avant ou après ajustement sur l'âge et le sexe, la concentration de l'apoE dans le LCR chez les

patients présentant une MA est plus élevée que celle des contrôles neurologiques (2,07±o,80

mg/l vs 1,S7±0,67 mg/l, p<O,Ol), qui ont une concentration d'apoE plus élevée que les témoins

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

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

témoins sains.
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Fig. 20- concentration de l'apoE dans le LCR des groupes étudiés.
MA : maladie d'Alzheimer, AP : autres pathologies.



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Travaux réalisés 59

1.2.3- La concentration de l'apoE dans le LCR varie avec la nature des atteintes du SNC

En sous-groupant les patients présentant une atteinte neurologique en fonction du type de

pathologie (Fig. 21), nous avons observé des concentrations comparables chez les témoins

sains et les sujets présentant un accident vasculaire cérébral (AVC) et chez les MA et les

patients présentant des atteintes su système neuronal périphérique (SNP), des pathologies

discovertébrales (CDV) ou une méningoencéphalites (ME). Les groupes SNP, CDV et ME ont

des concentrations significativement plus élevées en apoE dans le LCR que les patients du

groupe témoins sains (p<ü,ü5; tableau 5).

Tableau 5- Concentrations moyennes de l'apoE dans de LCR de différents groupes de pathologies.

MA Contrôles AVC SNP CDV ME

n 38 31 7 10 20 10

[apoE] dans le
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 vasculaires cérébraux, SNP: atteintes du système nerveux
périphérique, 1v1E: méningoencéphalites, CDV: pathologies discovertébrales. Les barres représentent des
différences significatives entre les groupes. * moyenne±SD
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Fig. 22- Analyse de la spécificité de la variation de la concentration de
l'apoE. Abbréviations : idem tableau 5.
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1.2.4- Effet du polymorphisme de l'apoE sur sa concentration dans le LCR

*p<O. Dl (1 = Il,884), différence entre le groupe de lviA et les
contrôles

Tableau 6- Fréquences allélique de l'apoE chez les malades
alzheimériens et les sujets contrôles

Fig. 23- Variation de la concentration de l'apoE dans le LCR
des patients MA et des contrôles en fonction des groupes
alléliques d'apoE. Le nombre de patients par groupe est
présenté.
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Groupe MA * Groupe Contrôle *
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 Siest et 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

patients présentant le phénotype

c2E4 ont été exclus. Le

fréquence de l'allèle E4 dans le

groupe Alzheimer (Tableau 6)

sont en accord avec les

polymorphisme de l'apoE n'agit

pas sur la concentration de

l'apoE dans le LCR du groupe

témoins sains. Dans le groupe

Alzheimer, les concentrations

d'apoE semblent présenter une

diminution en fonction du

groupe allélique (E4<E3<E2)

(p=O,068; Fig. 23).

Le 11Îveau de l'apoE dans le LCR des patients MA pour chaque groupe allélique est plus élevé

que dans les groupes alléliques respectifs des témoins sains. Toutefois, La concentration

d'apoE dans le LCR ne varie pas en fonction du nombre d'allèles E4 (résultats non montrés).
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/.3- Discussion et conclusion

A notre connaissance, nos résultats concernant l'augmentation de la concentration de l'apoE

avec l'âge dans une population comportant des sujets âgés, sont les premières décrites dans la

littérature. Etant donné que le passage de l'apoE à travers la barrière hématoencéphalique est

très limité (Martel et al, 1997), ce résultat est en faveur d'une augmentation de la synthèse

locale pouvant refléter la dégénérescence neuronale physiologique liée à l'âge.

Alternativement, une anomalie dans le métabolisme des lipoprotéines contenant l'apoE n'est

pas exclue. Toutefois, d'après la littérature de la MA, les lésions neuronales semblent coïncider

avec une augmentation de synthèse d'apoE dans le cerveau, probablement afin d'induire une

synaptogenèse active et compensatrice (Diedrich et al, 1991; Yamada et al, 1995).

Cette information est importante pour plusieurs raisons. D'une part, du point de vue

physiologique, ces données décrivent l'augmentation de la concentration d'une protéine dans

l'environnement du SNC avec le vieillissement, facteur de risque le plus important de la MA.

Cette protéine se trouve dans les dépôts amyloïdes du cerveau des patients atteints de la MA.

D'autre part, sur le plan méthodologique, ces résultats mettent en évidence l'importance de

tenir compte de l'âge comme variable concomitante dans les études épidémiologiques et

cliniques qui sont nombreuses dans ce domaine.

La fréquence de l'allèle 04 dans la MA est comparable à la plupart des études récentes (Poirier

et al, 1993; Kuusisto et al, 1994; Yoshizawa et al, 1994; voir revue Siest et al, 1995). La

concentration élevée de l'apoE dans le LCR des patients MA trouvée dans notre étude

confirme l'augmentation de la concentration de l'ARNm codant pour l'apoE dans le celveau

des patients MA par rapport aux témoins (Diedrich et al, 1991; Yamada et al, 1995). Nous

confirmons la présence de concentrations élevées d'apoE dans le LCR des patients

neurologiques comparés aux patients témoins (Carlsson et al, 1991) (Tableau 7).
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Tableau 7- Résumé des résultats publiés concernant la concentration de l'apoE dans le LCR

Méthodes MA Contrôles Autres pathologies

Rifai et al (1987) Immunoturbidimétrie ND 1,4 ± 0,5 1,63 ± 0,6 a

(n=26) (n=33)

Carlsson et 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)

Blennow et al (1994b) ELISA 1,5 ± 1,2*** 5,0 ± 2,7 3,1 ± 1,5 b *
(n=11) (n=10) (n=10)

Gaillard et al (1995) TR-IFMA t ND 5,5 ± 1,1 3,4 ± 2,3 a **
(n=10) (n=29)

Rosier et al (1996) ELISA 1,49 ± 0,07 1,68 ± 0,14 1,60 ± 0,11
(n=16) (n=10) (n=20)

Lefranc et al (1996) ELISA 3,65 ± 1,52 4,16 ± 2,24 3,44 ± 1,33
(n=49) (n=18) (n=55)

Hahne et 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 ± 2,93 c ***
(n=18) (n=27) (n=9)

5,90± 1,94** 4.16 ± 1.69

Song et al (1997) ELISA
LüAD (n=15) (n=23)

2,65 ± 1,69 * idem
EüAD (n=l1)

a patients atteints d'une sclérosis multiple, b démence du lobe frontal, b autres types de démence
t immunojluorimetrie par temps retardé, * p<O. 05, ** p<O. Dl, *** p<O. 001 par rapport aux contrôles

ND: non déterminé, LüAD : MA à début tardif, EüAD : MA à début précoce

Nos résultats corroborent certa:ines études qui ont montré une augmentation de la production

d'apoE après une altération neuronale (Mahley, 1988; Ponier et al, 1993).

Certa:ines études (Blennow et al, 1994b; Pirtilla et al, 1994c; Lehtimaki et al, 1995) ont

observé que la concentration d'apoE dans le LCR est plus faible chez les patients MA par

rapport aux contrôles. Une étude plus récente (RosIer et al, 1996) n'a pas montré de différence

(Tableau 7). Ces discordances sont probablement imputables à des différences



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Travaux réalisés 63

méthodologiques (Tableau 7), en particulier des critères de sélection des patients contrôles

et/ou par l'hétérogénéité des patients du groupe Alzheimer. Une erreur quant aux dosages

semble pouvoir être éliminée par notre étude puisque nos résultats par méthode ELISA ont été

confirmés par une méthode immunoturbidimétrique. Les sujets contrôles des autres études sont

différents de ceux de notre étude (céphalées, syndromes cervicaux, migraines, désordres

psychosomatiques, polyneuropathie, maladie de Parkinson, tumeur cérébrale, infarctus

cérébral) et aucune analyse spécifique pour chaque sous-groupe n'a été réalisée (Lehtimaki et

al, 1995).

Notre groupe de patients atteints de la MA comporte moins de patients présentant l'allèle l'A

que le groupe de Lehtimaki (0,35 vs 0,55), or nos résultats montrent une tendance à la

diminution des concentrations d'apoE chez les patients Alzheimer présentant l'allèle E4. La

concentration élevée de l'apoE en cas de MA ou d'autres pathologies telles qu'une ME, une

SNP ou des CDV pourrait refléter un état inflammatoire et/ou l'altération neuronale

commun(e) à ces pathologies. La concentration élevée d'apoE trouvée également dans le

plasma des patients présentant des CDV et une SNP (VanderPutten et al, 1993; Ikeda et al,

1993; Cameron et al, 1995) est corrélée à l'état inflammatoire chronique et/ou à la

régénération nelveuse chez ces patients.

Après la publication de ces résultats, deux publications ont confirmé nos résultats (Song H et

al, 1997; Lindh et al, 1997) en apportant deux infonnations complémentaires importantes. La

concentration de l'apoE dans le LCR est non seulement plus importante par rapport à celle des

sujets contrôles mais, de plus, elle augmente avec l'avancement et le stade de la maladie (Lindh

et al, 1997). D'autre part, cette concentration est plus élevée dans la fonne tardive de la MA

mais plus basse dans la fonne précoce par rapport à celle du groupe contrôle (Song H et al,

1997).

A la lumière de toutes ces données, nous proposons plusieurs hypothèses afin d'expliquer les

divergences entre les différentes études dont les résultats pourraient dépendre de :

1- La nature du groupe contrôle, vu les valeurs élevées obtenues avec les maladies

neurologiques et inflammatoires (Merched et al, 1996; Carlsson et al, 1991).

2- Le stade de la MA, étant donné l'augmentation de la concentration de l'apoE à des stades

plus tardifs (Lindh et al, 1997).

3- La nature (précoce ou tardive) de la MA, sachant que l'on obselve une augmentation de

l'apoE en présence d'une fonne tardive et une diminution en présence d'une fonne précoce

de la MA (Song H et al, 1997).
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4- Le polymorphisme génétique de l'apoE des patients qui pourrait influencer directement ou

indirectement la gravité de la maladie (Merched et al, 1996).

5- L'âge des patients qui poun·ait influencer la concentration de l'apoE dans le LCR (Blain et

al, 1997).

Sur la base des travaux concernant l'effet de l'apoE sur la régénération du nerf périphérique

(Handelmann et al, 1992; Poirier et al, 1993), nous proposons l'hypothèse selon laquelle

l'apoE pounait être un marqueur des lésions neuronales ou d'un processus inflammatoire du

système nerveux central et un élément protecteur contre la progression des lésions neuronales

qui apparaissent lors de différentes pathologies du système nerveux central. Ce rôle protecteur,

via la redistribution locale des lipides provenant de la destruction des neurones, dépendrait

d'un certain nombre de récepteurs spécifiques tels que les récepteurs LDLR, VLDLR ou LRP

(Rebeck et al, 1993; Tooyama et al, 1993; ükuîzumi et al, 1995). Par ailleurs, nous avons

montré in vivo qu'en plus du génotype de l'apoE, le contenu en apoE du VLDL est un

déterminant important des propriétés de liaison aux récepteurs du VLDL (Bohnet et a~ 1996).

Le lien étroit qui unit l'allèle E4 (Rebeeck et al, 1993; Schmechel et al, 1993) et la MA pounait

être expliqué par la faible capacité de l'allèle E4 à régénérer ou stabiliser les neurones. La

tendance à la diminution de la concentration d'apoE chez les patients présentant l'allèle E4 par

rappOlt à ceux présentant les allèles c2 ou c3 pounait être secondaire à une accumulation de

cet allèle dans les plaques séniles. Ce phénomène pounait être expliqué par une meilleure

capacité de liaison à l'AI3 ou au LRP de l'allèle E4.

En conclusion, notre étude révèle une augmentation de la concentration de l'apoE dans le LCR

avec la MA et d'autres pathologies neurologiques suggérant que l'apoE pounait être le témoin

d'une réaction inflammatoire locale. Cette étude souligne l'importance des critères de sélection

des sujets sains et de l'âge des patients dans l'analyse des concentrations de l'apoE. Ces

résultats nous permettent de proposer l'hypothèse que l'apoE joue un rôle important en cas de

lésion neuronale dans la synaptogénèse compensatrice.
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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 parallèle à l'apoE, nous avons étudié trois protéines: la TTR, l'apoD et l'actine, dont le

choix est justifié par leurs propriétés physicochimiques souvent peu exploitées dans l'étiologie

de la MA. ils s'agit notamment de l'affinité et de la séquestration possible du peptide A~ par la

TTR dans le milieu extracellulaire (Schwarzman et al, 1994), de l'importance de l'apoD dans la

régénération et la réparation neuronale (Boyles et al, 1990) et de la place de l'actine comme

composant majeur du cytosquelette qui pourraient interagir avec l'apoE (Fleming et al, 1996).

Dans des échantillons de LCR, nous avons donc examiné les variations de la concentration de

l'apoE avec celle de la TTR, de l'apoD et de l'actine. Nous avons étudié leur état d'équilibre

et/ou d'interaction dans ce compartiment en relation avec la MA et en parallèle avec le

polymorphisme de l'apoE, le statut mental et les données de l'histopathologie clinique du

celveau.

Il.2- Population et méthodes

Les apoD et E ont été mesurées dans les LCR prélevés par ponction lombaire chez 41 patients

atteints d'une MA probable selon les cIitères NINCDS-ADRDA, 11 individus n'ayant pas

d'atteintes neurologiques (contrôles), 39 patients ayant diverses atteintes neurologiques

péIiphéIiques et inflammatoires (maladies cérébrovasculaires, atteintes de neurones moteurs et

méningoencephalites).

Les relations de la TTR et de l'apoE avec les plaques séniles et l'actine a été réalisée dans le

cadre d'une étude indépendante chez des groupes de patients en post mortem incluant 20

patients ayant une MA confirmée sur le plan anatomopathologique et 10 patients avec diverses

atteintes neurologiques et inflammatoires inflammatoires (cinq patients atteints de maladies

cerebrovasculaires sans démence, 3 atteints de démences mixtes, 2 atteints de maladies

discovertébrales). Une détermination semi-quantitative de l'abondance des plaques séniles a été

réalisée à l'aide d'lm anticorps monoclonal anti-A~ (Dako) (Serot et al, 1994) au niveau des
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lobes temporal, frontal, paliétal et de l'hippocampe (CAl). L'abondance des plaques séniles a

été classée en modérée (+) , abondante (++) et très abondante (+++).

Les deux apolipoprotéines ont été mesurées à l'aide des techniques ELISA classiques décrites

précédemment (Camato et al, 1989 ; Merched et al, 1997), la TTR par immunonéphélométlie à

l'aide du système ArrayTM (Beckman). L'étude de l'actine a été réalisée après séparation des

protéines du LCR par électrophorèse bidimensionnelle selon les protocol modifié déclit

précédemment (voir § 1.1.2.1). La quantification de l'actine a été réalisée selon une procédure

qui combine les mesures densitométliques à l'analyse automatique qui se résume de la façon

suivante: après séparation des protéines du LCR, les gels (18x16xO,15 cm) ont été digititalisés

à l'aide d'un scanner laser Agfa 800® caractélisé par 1024 niveaux de gris, une gamme de

densité optique entre 0 et 3,2 et une résolution spatiale de 250 ~m. Les données de

digitalisation ont été analysées par une station de travail SUN à l'aide du programme

HERMeS, programme developpé par Tarroux et Vincens (1987) incluant toutes les étapes

d'analyses nécessaires aux études complètes des gels (acquisition de l'image, débruitage,

détection des spots, appaliement multiple interactif et analyse des données).

La concentration en TTR des échantillons de LCR a été calculé par des mesures

néphélométliques déclites précédemment. La calibration a été réalisée grâce au contenu des

échantillons en TTR. Après calibration et afin d'éviter les valiations dues à la coloration

argentique et à la détection, nous avons étudiés les corrélation entre les spots d'actine et les

spots de TTR à l'intélieur des mêmes gels. De cette façon la standardisation était

essentiellement inteme dans chaque gel. Les valeurs de calcul quantitative d'actine et de TTR

dans les échantillons de LCR représentent la moyenne de deux ou plusieurs répétitions.

Le polymorphisme génétique de l'apoE a été déterminé par électrophorèse bidimensionnelle ou

par PCR à l'aide de la technique de Hixson et Vetnier (1990).
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1/.3- Résutats et discussion

ll.3.1- ApoE, ApoD et réparation neuronale

Nous avons d'abord étudié l'ApoD dont l'expression est stimulée comme celle de l'apoE dans

les conditions de lésions expérimentales du tissu périphérique (Boyles et al, 1990). Nos

résultats montrent que, parallèlement à la concentration de l'apoE dans le LCR, celle de l'apoD

augmente de façon considérable chez les patients atteints de la MA mais aussi chez les patients

atteint d'autres pathologies (patients «neurologiques ») par rapport au groupe contrôle

(4,23±1.58 et 3,29±1,35 vs 1,15±O,70 mg/l, avec dans les deux cas P<0,0001) (Fig 24). De

même, une augmentation de la concentration de l'apoE, bien que moins marquée que celle

l'apoD, a été observée chez les patients MA et chez les patients «neurologiques» (P<0,001 et

P<0,05, respectivement) (Fig 24A).
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Fig. 24- Variation de la concentration des Apo D et E dans le LCR des patients
atteints de la maladie d'Alzheimer (MA), des contrôles et des patients atteints
d'autres pathologies neurologiques et inflammatoires que la MA (AP) (A). Les
bars représentent les moyennes ± SEM. * p<O.OS, ** : p<O.Ol, *** : p<O.OOS,
****p<O.OOl . (B) Distribution de la concentration de l'apoD dans les 3
groupes par rapport à la valeur de cut offde 2mglI.

Nous avons pris une valeur limite de 2mg/l d'apoD d'après les distributions de ce paramètre

dans le LCR (Fig 24B) et évalué les critères de diagnostic de ce marqueur. Bien que

l'augmentation de l'apoD dans le LCR n'est pas spécifique de la MA, nous avons trouvé Wle

sensibilité de 95% et une spécificité de 91 %. Ces valeurs sont de 93% et 91 % en considérant

l'ensemble des maladies dégénératives et inflammatoires incluant la MA. li est évident qu'il

faut tenir compte du faible nombre de sujets contrôles.
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De plus, la concentration de l'apoD est positivement conélée avec la dose de l'allèle ApoE-E4

(p<O.OO 1) (Fig. 25). L'âge et le sexe n'affectent pas la concentration des apoD et E, ni dans le

LCR des patients atteints de la MA, ni chez les contrôles. Les concentrations des apoD et E ne

sont pas liées au score MMS et ne varient donc pas avec la sévérité de la MA.
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Fig. 25- Variation de la concentration de l'ApoD (A) et l'ApoE (B)
dans le LCR des patients en fonction du nombre d'allèle 84. ***:
p<ü.üü5, ****p<ü.üül .

L'augmentation des apoD et E semble être liée aux caractères communs de la MA et des autres

pathologies neurologiques et inflammatoires, probablement en réaction aux dommages

cellulaires. Ces résultats sont en faveur d'un rôle de coordination des deux protéines dans la

réparation et la régénération neuronale. Etant donné l'appartenance de l'apoD à la famille des

lipocalines, elle pourrait assurer le transport de ligand(s) hydophobe(s) essentiel(s) dans les
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situations pathologiques ou alternativement l'élimination de substance(s) neurotoxique(s). La

corrélation positive entre la concentration de l'apoD dans le LCR et la dose de l'allèle l'A

souligne une interaction probablement de nature métabolique entre les deux marqueurs. En

effet, les apo D et E font partie d'au moins d'une population de lipoprotéines dans le LCR

(Borghini et al, 1995) qui pourrait être régulée par un turn-over différent suivant la nature de

l'isoforme de l'apoE. L'absence de corrélation entre l'apoE et la dose de l'allèle lA pourrait

être due à l'appartenance de l'apoE à plus d'une population de lipoprotéines de régulation

différente (Borghini et a~ 1995).



A. lvfERCRED Doctorat URP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Travaux réalisés 71

ll.3.2- ApoE, transthyrétine et formation des plaques séniles

Par ailleurs, afin de mieux comprendre

le processus de dépôts de 1'amyloïde 13

dans les plaques séniles (PS) au niveau

du cerveau des patients souffrant de la

MA, nous avons étudié la contribution

potentielle de deux protéines ayant une

affinité pour 1'AI3 : l'ApoE et la TTR.

Nous avons mesuré leur concentration

dans le LCR postmortem en tenant

compte de l'abondance des dépôts

amyloïdes estimée par des études

immunohistochimiques du cerveau des

mêmes patients et en sachant que les

résultats peuvent varier en fonction des

observateurs (Duyckaerts et al, 1990).

Nos résultats montrent que la

concentration de la TTR, contrairement

à celle de l'ApoE, est plus faible dans le

LCR des patients atteints de 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- Concentration de la transthyrétine et de
l'apoE dans le LCR intraventriculaire des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer
(MA) et d'autres pathologies neurologiques et
inflammatoires (contrôles).

Cette diminution de la concentration de la TTR corrfirme les résultats récents de Serot et ses

collaborateurs (1997b) obtenus avec le LCR prélevé par ponction lombaire chez des patients

ayant la MA. Néanmoins, les résultats de 1'apoE ici sont différents de ceux décrits dans le

chapitre précédent avec le LCR prélevé par ponction lombaire (cf § 1.2.2) où nous avons
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constaté lille augmentation significative avec la MA. Ces divergences peuvent s'expliquer par

le fait qu'en post mortem, où le stade de la MA est terminal, la mesure de la concentration de

l'apoE n'est qU'lille sous-estimation de la production cérébrale pendant la progression de la

MA et ce en raison de la mort cellulaire excessive concernant les sujets en post mortem.

Une seule équipe a étudié la concentration de l'apoE dans les situtations post mortem (RosIer

et al, 1996) et trouvé les mêmes résultats que les nôtres.

La concentration de la TTR est également négativement corrélée à l'abondance des plaques

séniles (p<û. û1) (Fig 27). Tandis que le nombre de plaques séniles augmente significativement

avec le nombre d'allèle !CA (p<û.û5). La TTR et l'apoE semblent avoir des effets opposés dans

la formation des plaques séniles. Leur affinité pour le peptide A~ suggère lille relation de

compétition entre les deux protéines, avec lill rôle protecteur de la TTR et lill effet

amyloïdogénique de l'apoE4.
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Fig, 27- Relation entre les concentrations moyennes de l'apoE et la
TTR dans le LCR intraventriculaire et l'abondance des plaques
séniles dans le cerveau des mêmes patients. La fréquence de l'allèle
84 est présentée. (+) abondance moyenne, (++) abondant, (+++) très
abondant. *p<O.OS.
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relation avec la dose de l'allèle 04 (p<0.05) (Fig. 29) Ces résultats suggèrent que l'apoE4

pourrait moduler et réguler la plasticité du cytosquelette via des interactions directes avec les

composants du 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
intraventriculaire des patients atteints de la MA en fonction
du nombre d'allèle 84. *P<0,05.

La corrélation entre les intensités des spots d'actine et la concentration de la TTR dans le LCR

montre une évolution positive pour tous les patients incluant les patients contrôles (r = 0,54,

P=0,0088, n=21, Fig 30). La corrélation reste significative en tenant compte seulement des

patients atteints de la MA (r=0,60 ; P= 0,019; n=14), tandis que celle avec le groupe des

patients contrôles n'est pas significative (r=0,46; P=0,25; n=7).

La comparaison des moyennes d'actine entre les patients MA et les et les patients contrôles ne

montre pas de différence entre les deux groupes (1,43 ± 0,23mg/l, n=14 vs 1,41 ± 0,28mg/l

n=7, P=0,94). Nous attribuons cela aux dommages neuronaux importants dans les deux cas,

liés aussi bien à la MA qu'aux autres maladies neurodégénératives.
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Fig. 30- Corrélation entre la concentration de la TTR et la quantité d'actine dans le
LCR. Le coefficient de corrélation de SpeaIman de tous les patients est de r = 0,54,
P=O,0088. Les cercles pleins correspond aux patients atteints de la MA (r=O,60 ; P=
0,019; n=14), les carrés aux patients contrôles (r= 0,46; P=0.25; n=7).

La relation entre l'actine et la TTR pounait être la conséquence du rôle de cette dernière dans

le transport de la thyroxine. En effet, cette hormone semble réguler 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

monomérique soluble (G-actine). La diminution de la concentration céphalorachidienne de la

TTR dans la MA peut être secondaire à une diminution de sa synthèse dans les plexus choroïde

(Serot et al, 1994; Serat et al, 1997a) mais également la c(:mséquence d'un tum over ou d'une

absorption rapide par les cellules du système nerveux. On peut noter que l'affinité de la TTR

vis-à-vis de ses récepteurs cellulaires augmente si elle est présente sous sa forme complexée à

la thyroxine (Divino and Schussler, 1990a) et que la thyroxine favorise la fOlmation de l'actine

filamenteuse. La conséquence de l'absorption des complexes TTR-thyroxine pounait être donc

le déplacement de l'équilibre de l'actine en faveur de sa forme filamenteuse.
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En résumé, l'ensemble de ces résultats suggèrent les hypothèses suivantes:

(i) la présence de l'allèle E4 et la diminution de la concentration de la TTR sont les conditions

les plus favorables à la formation des plaques séniles. Ces fonctions pounaient être dues à un

mécanisme de compétition entre les deux facteurs vis-à vis du peptide A~ ou à une implication

dans le métabolisme anormal de ce peptide,

(ii) les deux apolipoprotéines D et E sont importantes dans les maladies neurodégénératives

telle que la MA, probablement au niveau de la remobilisation du cholestérol et de la réparation

neuronale. Toutefois, la présence de l'allèle E4 semble inhiber ou ralentir cette remobilisation et

pounait compromettre par conséquence la régénération cellulaire,

(hi) l'apoE semble intervenir activement au niveau de la biochimie du cytosquelette.

L'isoforme E4 pounait avoir une contribution négative à la stabilité du cytosquelette à travers

l'actine,

(iv) la TTR pounait avoir des fonctions de régulation du cytosque1ette et l'actine pounait

servir comme marqueur de ce dernier dans la MA. La polyméIisation de l'actine semble être

négativement régulée par l'apoE4 et positivement par la TTR. Cette régulation pounait

s'exercer de manière directe ou indirecte.

L'ensemble de nos résultats montrent que l'apolipoprotéine E4 pounait être impliquée dans

une ou plusieurs voies de corégulation particulière(s) mettant en jeu l'apoD, la TTR, l'actine et

probablement d'autres facteurs dans un processus physiopathologique spécifique de la 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 que l'allèle l:A de l'apoE soit le facteur de 11sque génétique le plus impOltant de la MA, sa

présence ne semble ni nécessaire ni suffisante pour développer la MA. D'autres facteurs de

risque génétiques ou anomalies métaboliques pounaient être impliqués dans l'étiologie cette

maladie. Nous avons étudié deux apolipoprotéines très importantes dans le métabolisme

lipidique: l'apoAl, et l'apoAIV. En effet, la première est majoritairement présente dans les

HDL, lipoprotéines anti-athérogènes, et est un activateur de la LCAT, enzyme clé du

métabolisme lipidique. La seconde possède des fonctions majeures dans le transport reverse du

cholestérol, un processus également anti-athérogène.

L'objectif de cette étude est de proposer un des polymorphismes de l'apoAIV localisé dans

codon 360, développé au laboratoire (Zaiou et al, 1992), comme facteur de risque ou de

protection de la MA. Les conséquences de ce polymorphisme sur les propriétés physico

chimiques de la protéine sont importantes et bien caractérisées (Weinberg et al, 1990). Les

résultats sont rapportés comme réponse à la publication récente de Cszar et al, (1997) qui ont

montré une association entre le polymorphisme au niveau de ce codon et la maladie

d'Alzheimer. En outre, nous avons évalué la concentration plasmatique de l'apoAI comme

marqueur biochimique de cette maladie. En parallèle, nous avons examiné l'effet de ces

variations génétiques et biochimiques sur le métabolisme lipidique et en fonction du

polymorphisme de l'apoE.

11/.2- Population et méthodes

Les fréquences alléliques de l'apoAIV et de l'apoE ont été dételminées chez 120 patients

atteints d'une MA probable selon les critères NINCDS-ADRDA (33 hommes, 87 femmes,

moyenne d'âge 77,87±o,79 ans, 46-94 ans), 119 sujets âgés présumés sains, pour la plupaIt

des visiteurs du Centre de Médecine Préventive de Nancy (59 hommes, 60 femmes, moyenne
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d'âge 70,68±o,61 ans, 58-89 ans) et 33 patients ayant diverses formes de démence autre que la

MA (8 hommes, 25 femmes, moyenne d'âge 83,88±1,00 ans ,70-95 ans).

Les fréquences alléliques de l'apoAV (codon 360) chez ces groupes ont été comparés à celle

d'une population témoins comportant 264 de sujets témoins caucasiens (131 hommes, 133

femmes, moyenne d'âge 39,00±9.69 ans; 20-60 ans), et préalablement décrite dans la

littérature (Visvikis et al, 1989).

Le polymorphisme génétique de l'apoAN au codon 360 a été déterminé à l'aide d'une

technique de PCR utilisant une amorce bispécifique (voir tableau 8) établie dans notre

laboratoire (Zaïou et al, 1992). Le polymorphisme de l'apoE a été identifié selon la technique

de Hixon et Vernier (1988).

Tableau 8-les amorces utilisées pour l'amplification des zones polymorphes des gènes d'apoE et AIV

Régions polymorphes amplifiées par
PCR

ApoE
région (112 - 152)

amorce 5'
amorce 3'

ApoAIV
codon 360

amorce 5'
amorce 3'

Séquence des amorces

5'ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC 3'

5'TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA3'

5' CGG GTG GAG CCC TAC GGG GA 3'

5' G CTC CTG CTG CTG CTC CAG C 3'

Le sang a été prélevé chez les sujets à jeun depuis au moins 12 heures. Le cholestérol total

plasmatique et les triglycérides ont été mesurés par la méthode enzymatique standard (Merck,

Darmstadt, Allemagne), en utilisant l'appareil AU5000 (Olympus, Tokyo, Japan). Les

concentrations plasmatiques des apoAI et B ont été déterminées par immunonéphélométrie à

l'aide de l'appareil Belning Nephe10meter Analyser, en utilisant les réactifs de Behring (Rueil

Malmaison, France), le cholestérol des HDL a été mesuré en utilisant les réactifs de Behringer

(Mannheim, Allemagne) à l'aide de l'appareil COBAS MIRA (Roche Diagnostics-System,

Neuilly-sur-Seine, France).

Les études immunohistochimiques de l'apoAI et d'autres protéines ont été réalisées chez trois

patients atteints de la MA confirmée à l'autopsie. Les marquages ont été faites par flurescence

sur coupes sériées en utilisant les anticorps monoclonaux suivant: anti-A~ humain (DAKO,
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La fréquence du polymorphisme de l'apoE conobore nos précédents résultats obtenus dans la

population lorraine, de même pour les patients atteints de la MA (Lucotte et al, 1993; Siest et

al, 1996).

ID.3.2- La distribution des allèles de l'apoAIV (360:His) n'est pas influencée par l'allèle
84

Nous avons donc analysé nos résultats en fonction du polymorphisme de l'apoE, en relation

avec la présence ou non de l'allèle 84 (Tableau 10). Les sujets possédant ou non l'allèle 84

présentent la même distribution allélique de l'apoAIV. De plus dans le groupe de MA, le score

mentall\1MS (Folstein et al, 1975) n'était pas influencé par le polymorphisme de l'apoAIV

(résultats non présentés).

Table 10- Distribution allélique de l'apoAIV (condon 360) en relation avec l'allèle 84.

Avec 1 ou 2 allèle(s) 84 Sans allèle 84

Sujets patients MA

Sans allèle AIV(360:His) 48

Avec 1 ou 2 allèle(s) AIV(360:His) 10

contrôles

20

6

patients MA

48

12

contrôles

63

21

OR [intervalle de confiance] 0,69 [0,22 - 2,15] 0,75 [0,50 - 1,13]

La fréquence allélique de l'apoAIV(360:Gln:His) dans le groupe de patients atteints de la MA

conobore avec les résultats précédemment reportés (Csazar et al, 1997). Néanmoins, nos

résultats concemant cette fréquence dans la population contrôle âgée révèlent une divergence

ÎllpOltante (12.17% (n= 119) ici, vs 3.5% (n=71)), sachant que la moyenne d'âge des deux

groupes est comparable. La raison de ces différences n'est pas claire. Toutefois, nous avons

constaté une différence supplémentaire au niveau du génotype en apoE des sujets. La
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fréquence de l'ApoE4 dans notre groupe contrôle est de 12%, tandis que celle de l'étude de

Csazar et al est de 7%, laquelle est relativement faible par rapport aux fréquences de diverses

populations européennes (voir revue Siest et al, 1996) et notamment par rappolt à la :fi:équence

décrite par les mêmes auteurs dans une population plus large (Hallman et al, 1991). Ces

derniers ont obtenu une fréquence de 12.9% dans lill échantillon de 202 sujets.

En résumé, cette étude montre que la fréquence de la mutation 360 de l'ApoAIV est

relativement élevée dans la population âgée et ceci indépendamment de l'état clinique, c'est à

dire, aussi bien chez les patients atteints de la MA que chez les groupes de contrôles. Par

ailleurs nous avons trouvé une fréquence élevée de cet allèle (9.26%) chez 26 patients atteints

d'une démence vasculaire (non présentés). Ces études montrent que cette mutation est plutôt

liée à la longévité qu'à une pathologie liée à l'âge.

TI est clair que la fréquence de l'allèle apoAIV(36:His) est différente entre les pays européens

avec un gradient croissant du nord (4.9%) au sud (10.5%) (Ehnholm et al, 1994). Néanmoins

ces données sont issues de populations jeunes et n'ont pas été estimées chez les personnes

âgées.

L'implication potentielle de l'allèle apoAIV(360:His) au niveau du vieillissement ne peut pas

être expliquée par les données de ce travail qui ont besoin d'être vérifiées, dans une population

de centenaires par exemple. En effet, la fonction de l'apoAIV dans le cerveau est peu comme.

Indépendamment de son origine, la présence de cette protéine dans le liquide céphalorachidien

(Borghini et a~ 1995) et dans le cerveau (Harr et al, 1996), sa fonction dans le transport

réverse du cholestérol pourraient suggérer lille palticipation active au métabolisme lipidique du

cerveau. La mutation Gln~His pourrait influencer la composition et/ou le métabolisme des

lipoprotéines et par conséquence l'utilisation optimale de cette source de lipides dans le

remodelage synaptique au cours des situations de stress liées au vieillissement. La mutation au

codon 360 semble modifier les propriétés physicochimiques de l'apoAIV (Weinberg et al,

1990) avec une stmcture plus riche en hélice CL et une hydrophobicité plus impoltante. Ces

modifications semblent entraîner une efficacité plus marquée de cette apolipoprotéine pour

l'activation de la LCAT et une plus grande affinité aux lipoprotéines. Ces fonctions semblent

être importantes pour la prévention contre les maladies cardio- et cérébro-vasculaires.
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ID.3.3- La concentration plasmatique de l'apoAI est diminuée avec.la maladie
d'Alzheimer

La concentration plasmatique de l'apoAI est significativement plus basse (p<0.001) chez les

patients atteints de la MA par rapport aux sujets contrôles (Tableau Il).

Cette différence reste significative après une analyse multivariée en tenant compte de plusieurs

paramètres, tels que l'âge, le sexe, l'albumine et les paramètres lipidiques. Les polymorphismes

de l'apoE et de l'apoAN n'ont pas d'effets significatifs sur la concentration de l'apoAI.

Tableau 11- Comparaison des données biologiques et biochimiques entre les
malades et les contrôles

Patients atteints de la MA Sujets âgés contrôles 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

Cholestérol total 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 études précédentes ont décrit une diminution de la concentration de l'apoAI dans le

plasma des patients atteints de la MA (Kuriyama et al, 1994; Kawano et al, 1995).

Nous confirmons donc ces résultats chez un nombre plus important de malades. Cependant,

contrairement à ces deux travaux, nous avons constaté une conélation négative entre la

concentration plasmatique de l'apoAI et celle de l'albumine ainsi qu'avec l'âge des patients.

Par conséquent, nous avons tenu compte de ces deux facteurs dans toutes les analyses et les

comparaisons ultélieures entre les groupes étudiés.

Panni les paramètres lipidiques, seule la concentration du cholestérol des HDL est nettement

plus faible (P<10·6
), chez les patients MA par rappOlt aux contrôles (Table Il). Les variations
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du cholestérol des HDL suivent logiquement celle de l'apoAI, étant donné que cette demière

est la composante principale de ces particules.

Nous notons que la concentration de l'albumine est très significativement plus faible chez les

patients atteints de la MA par rappOli aux sujets sains. Ces résultats ne sont pas surprenants,

en effet, ce dernier paramètre biologique est souvent pris comme marqueur biochimique de

santé.
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Fig. 31- Distribution de la concentration sérique de l'apoAI entre les
patients atteints de la MA et les sujets contrôles. La ligne représente la
valeur limite (l,50 gIl), base de calcul de la sensibilité et la spécificité.
T+ : diagnostic positif; T- diagnostic négatif.

Nous avons évalué l'utilité clinique de la détermination de la concentration sérique de l'apoAI

dans le maladie d'Alzheimer par le calcul des paramètres de diagnostic cliniques classiques

(d'après Fig 31 et Tableau 12). La valeur limite choisie d'apoAI entre les malades et les sujets

contrôles est de 1,50 g/l (voir Fig 31).
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Tableau 12- Résulats de classification des sujets en fonction de la valeur limite d'apoAl (l,50g/l)

Diagnostic positif CT+)

Diagnostic négatif CT-)

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 sujets négatifs parmi les sujets contrôles) est de 68%. La valeur prédictive

positive (proportion de sujets malades parmi tous les positifs) est de 78%. La valeur prédictive

négative (propOltion de sujets contrôles parmi tous les négatifs) est de 62%.

La raison de la diminution de la concentration d'apoAI dans la MA n'est pas claire. Toutefois,

il a été démontré que la durée de demie-vie de l'apoAI diminue chez les animaux dans des

conditions inflammatoires (Tape and Kisilevsky, 1990) qui sont des situations souvent

rencontrées dans la MA. En outre, certaines études chez les personnes âgées ont montré que

des concentrations plasmatiques élevées d'apoAI sont associées à de faibles taux de mOltalité

ainsi qu'à une plus grande longévité (Campbell et al, 1993). Nous suggérons que l'apoAI

pourrait avoir un rôle beaucoup plus important dans la MA que ce qui a été suspecté.

ID.3.4- La concentration plasmatique de l'apoAI est corrélée avec la sévérité de la
maladie d'Alzheimer

Nous montrons que la concentration plasmatique de l'apoAI est très significativement corrélée

au score mental MMS (p<0.0001, Fig 32). Cette relation reste significative indépendamment

de tous les paramètres physiologiques et biologiques étudiés (âge, sexe albumine, paramètres

lipidiques, génétique des apoAIV et E).
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Fig. 32- Relation entre la concentration plasmatique de l'apoAI et le score
mental MMS de Folstein. Le coefficient de conélation est présenté.

La mise en évidence de la relation entre le MMS et la concentration plasmatique de 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 médicaments et

produits capables d'augmenter la synthèse hépatique de l'apoAI et sa concentration

plasmatique (voir Luoma, 1997), comme le gemfibrozil, le finofibrate, la cholestyramine, la

dexamethasone et autres produits (Chao et al, 1985; Tam et al, 1990; Park et al, 1995). Nous

avons donc les moyens d'intervenir au niveau de ce déséquilibre au niveau de l'apoAI (et des

HDL-cholestérol) qui est en forte relation avec la sévérité de la MA et soulignons cette piste

thérapeutique qui pourrait influencer la progression de la MA.

nI.3.4- L'apoAI est présente dans les plaques séniles des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer

Nous avons réalisé tous les marquages sur des coupes sériées et comparé les résultats à un

marquage à l'aide de l'anti Af3. Nos études immuno-histochimiques utilisant trois anticorps

anti-apoAI différents révèlent la présence de l'apoAI dans de nombreuses plaques séniles
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corticales (Fig 33). Nous avons vérifié ces résultats dans le cerveau de trois patients décédés

de la MA et dont le diagnostic certain fût établi après autopsie. Nous avons examiné les

mêmes régions par des anticorps dirigés contre les apoE, J, (Fig 33), B et AIl (résultats non

montrés). Les coupes ont été fortement réactives avec l'apoE, et faiblement avec l'apoJ. La

présence des apoAII et B n'a pas pu être démontrée avec les anticorps utilisés.

ApoE

Fig. 33- Révélation par immunofluorescence des
plaques séniles sur des coupes séliées à l'aide des
anticorps : anti-A~, 3 anticorps anti-apoAI (A02, AIO
et Al?), anti-apoE et anti-apoJ. La fluorescence jaune
est due à la lipofuschine.



A.MERCHED Doctorat VRP Pharmacie-Nancy 1994-1997

ApoAI (A17)

ApoAI (AIO)

Fig. 33 (suite)- Révélation par immunofluorescence
des plaques séniles sm des coupes sériées à l'aide des
anticorps: anti-Ap, 3 anticorps anti-apoAI (Aü2, Alü
et Al?), anti-apoE et anti-apoJ. La fluorescence jaune
est due à la lipofuschine.
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ApoAI (A02)

ApoJ

Fig. 33 (suite)- Révélation par immunofluorescence
des plaques séniles sw' des coupes sériées à l'aide des
anticorps : anti-A~, 3 anticorps anti-apoAI (Aû2, Alû
et Al?), anti-apoE et anti-apoJ. La fluorescence jaune
est due à la lipofuschine.
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Nous avons montré que l'allèle mutant de l'ApoAIV (codon 360) est deux fois plus fréquent

dans la population âgée (11,4% vs 5,7%) et pourrait être un marqueur génétique de santé ou

de longévité. L'effet de cet allèle peut être la conséquence de ses propriétés physicochimiques

particulières, notamment sa structure-plus-riche-en-hélice--a.-et-sa-plus-grande-hydrophobiGit~

Grâce à ces caractéristiques, il pourrait mieux activer la LCAT (Weinberg et al, 1990) et

favoriser le transport réverse du cholestérol, et avoir des propriétés anti-athérogéniques et/ou

des fonctions importantes dans la régénération et le maintien de l'intégrité neuronale du SNe.

Quant à l'apoAI, sa concentration plasmatique faible semble refléter une anomalie associée à

la démence. De plus, cette concentration est fortement corrélée au statut mental des patients

atteints de la MA reflété par l'état mental (MMS) des patients. Nous avons montré également

la présence de l'apoAI dans les plaques séniles des patients décédés de la MA. L'ensemble

des résultats est fortement en faveur d'un rôle de ces deux protéines athérogènes dans la

modulation des fonctions neurodégénératives.



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Travaux réalisés 90

IV- Etudes préliminaires de l'affinité de l'apolipoprotéine E au
récepteur des VLDL

L'objectif de cette étude est d'examiner l'effet du polymorphisme de l'apoE sur l'affinité au

récepteur VLDLR Ce récepteur est expIimé par les neurones et présent dans les plaques

séniles (Christie et al, 1996) pourrait être impliqué dans la modulation des fonctions de l'apoE

dans la physiopathologie de la MA. Nous avons utilisé les isoformes de l'apoE recombinante

produites dans notre laboratoire (Barbier et al, 1997) que nous avons incorporées dans des

liposomes pour étudier la liaison à l'équilibre des liposomes marqués aux récepteurs.

1V.1- Principe de l'étude d'affinité aux récepteurs

Les cellules sont préparées et activées par des cultures successives. Le ligand (ici l'apoE) est

d'abord marqué et son activité spécifique est mesurée, il est ensuite ajouté aux cellules à

différentes concentrations. Un essai sera réalisé afin d'étudier la fixation non-spécifique en

présence de 20 à 100 fois d'excès de ligand non marqués.

Après 3 à 5 heures d'incubation avec le ligand à 4°C - à cette température, l'internalisation de

substrat est minime-, les cellules sont lavées et lysées par la soude. La radioactivité et le

contenu en protéines des différents lysats cellulaires sont mesurés afin de calculer la quantité de

substrat lié spécifiquement par unité de protéines cellulaires. Les valeurs obtenues pour chaque

concentration de substrat sont utilisées pour établir la courbe d'affinité et éventuellement

déterminer les constantes d'affinité (KD et Bmax).

Deux approches de marquage sont envisageables pour cette étude (i) radiomarquage de l'apoE

à l'isotope 125 de l'iode (1251), puis incorporation dans les liposomes, (ü) incorporation de

l'apoE dans les liposomes puis radiomarquage. Nous avons utilisé la 2ème approche pour

eviter l'évantuelle oxydation des lipides.



A. lviERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Travaux réalisés 91

1V.2- Matériels et Méthodes

IV.2.1- Cellules

Les modèles cellulaires utilisés sont deux souches de cellules d'ovaire de hamster (CHû); la

souche ldlAl sauvage dont les caractéristiques se résument par une absence d'expression du

récepteur des LDL et une faible expression du récepteur des VLDL, et les cellules CHû hVal,

pl qui expriment le VLDLR humain et sont déficientes en LDLR Ces cellules ont été fournies

par le Pr. Lawrence Chan (Houston, Texas)

IV.2.2- Radiomarquage de l'apoE et Préparation des liposomes

Le protocole de radiomarquage est établi selon les instructions du fournisseur (Pierce) et peut

être résumé de la façon suivante:

CD- Juste avant l'utilisation, laver une ou plusieurs billes (1odo-Beads®) avec 500 fll du

tampon d'iodation (foumi avec le kit) par bille.

Œ- Ajouter le(s) bille(s) à la solution de Nal251 (aproximativement ImCi par 100~Lg de

protéine) diluée avec le tampon d'iodation et laisser agir 5 minutes.

Q)- Dissoudre ou diluer la protéine à radiomarquer dans le tampon et ajouter à la

solution de Na l25r. Incuber 2 à 15 minutes (Pour connaître le temps optimal de

réaction consulter la notice du fabriquant (Pierce».

@- Arrêter la réaction en enlevant le(s) bille(s) que l'on peut laver avec du PBS pour

récupérer les protéinse qui s'y adhéreraient.

~- La filtration en gel est utilisée pour éliminer l'excès de Na l251 ou les molécules

12512 non incorporées par la protéine iodée. Utiliser de préférence les colonnes Pierce's

Presto® Desalting. Altemativement, dialyser contre du PBS en utilisant les cassettes

de dialyse Pierce Slide-A-Lyser™ (Produit No. 66424).

L'activité spécifique des 1251_ VLDL devrait être entre 100 et 300 cpm/ng de protéines.
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L'apoE recombinante a été incorporée dans un complexe lipidique de phospholipide

dimyristoyl-phosphatidyl-choline (DMPC) (Sigma) avec un rapport de masse DMPC/ApoE 3/1

selon le protocole schématique suivant :

e> Peser le DMPC dans un eppendorf et dissoudre en vortexant dans 1ml de

chloroforme.

e> Sécher sous flux d'azote puis sécher sous vide au moins 2 heures.

e> Ajouter jusqu'à une concentration de 10 mg DMPC/ml du tampon:

Tris 1OmM pH 8.0, NaCl150 mM, EDTA 0,1 g/l.

e> Vortexer et en même temps porter la solution à 25°C

e> Incuber 30 min à température ambiante

e> Soniquer (90W) 30 minutes à 25°C sous flux d'azote. Après sonication, la solution

est plus ou moins claire.

e> Ajouter la quantité voulue de protéines en respectant un rappport maSSIque

DMPC/ApoE 3/1 (rn/m). et mélanger doucement (Ne plus vOliexer à partir de cette

étape)

e> Effectuer 3 cycles autours de la température de transition du DMPC (23°C); une

phase à 30°C, suivie d'une phase à 15°C (3 fois).

e> Séparer l'apoE libre de l'apoE-liposomes par ultracentrifugation de flottaison en

utilisant l'appareil Backmann TL 100 (tube polypropylène transparents de 3 ml) dans

les conditions suivantes: 5 heures à 25°C, 55000 RPM, 9 min accélération / 9 min

décélération.

Pour 5 ml de complexes apoE-liposomes ajouter 0,95g de NaBr en poudre.

e> Mettre dans le tube à centrifuger 1,9 ml de complexes puis 1ml de tampon de

d=1.125 (77.31 g de NaBr dans la solution d=1.006 (11.42 g NaCI, EDTA 0.01 %,

Azide de Na 0.05% dans 1llitre d'eau).

e> Récupérer la phase supéIieure (laiteuse). Doser les protéines dans les deux phases

pour calculer le rendement.

e> Dialyser contre du PBS 2 fois 2 heures, puis 1fois toute la nuit.

e> Redoser les protéines après dialyse puis conserver à - 20°C.

(Eviter de congeler / décongeler les liposomes plus d'une fois et ne jamais vortexer)
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IV.2.3- Préparation du sérum humain dépourvu de lipoprotéines

Le sérum humain dépomvu de lipoprotéines (LPDS) utilisé pour la culture des cellules CRO

est préparé selon le protocole suivant:

c> Mélanger 80 ml d'un pool de sérum frais avec 20 ml de la solution de densité 1.29lg/l

(510g NaBr dans 1 litre de la solution de densité 1.006 g/l) pour amener le sérum à une

densité finale de 1.063 g/l.

c> Distribuer dans des tubes de 10 ml adaptés au rotor 50.3 TI Beckman, centrifuger (20

heures, 38 000 rpm, 4°C)

c> Aspirer la phase supérieur (VLDL, illL, LDL), rassembler les phases inférieures et

ajouter du KBr (220mg/ml), agiter doucement.

c> Distribuer dans des tubes de 10 ml adaptés au rotor et centrifuger 48 heures dans les

mêmes conditions qu'auparavant.

c> Enlever la phase supérieure (OOL), rassembler les phases inférieures et dialyser 2 JOurs

contre 3 x 51 de la solution de dialyse.

c> Préfilter avec des filtres HV 0.451-1. .

c> Stériliser par filtration (Millipore Millex GY 0.221-1.)

c> Chauffer au bain marie, 30 min à 56°C afin d'inactiver toute activité enzymatique

IV.2.4- Culture des cellules CRÛ et étude d'affinité aux liposomes-apoE

Les cellules transfectées sont maintenues dans un incubateur sous 5 % COz à 37°C dans un

milieu de culture Ramis F-12 supplémenté de 5 % de sérum de voeu nouveau-né, de

streptomycine sulfate (100 Ilg/ml), de pénicilline (100 U/ml) et de la généticine (G418) 400

~lg/ml (Takahashi et al, 1995). Les expériences d'affinités des liposomes pour les cellules CRO

sont réalisées dans des plaque 24 puits à une densité de lxl05 cellules/puit. Les liposomes

marqués à 1,IZ51 sont ajoutés après deux jours de culture dans le milieu Ramis F-12

supplémenté avec 5 % de sérum déficient en lipoprotéines (LPDS).

Après incubation pendant 4 heures à 4°C, l'association des 125I-lipoprotéines aux cellules est

quantifiée à l'aide des mesures de la radioactivité associée aux cellules après lyse de ces
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dernières par la soude (NaûH IN). Les valeurs sont rapportées aux protéines cellulaires

quantifiées dans la fraction de lyse.

IV.3- Résultats et discussion

Les principaux résultats de ce travail montrent que l'affinité des apoE incorporées dans les

liposomes dépend de la nature polymorphique de l'apoE. D'après la courbe d'affinité de ces

liposomes (Fig 33), les liposomes - 125I_ApoE3 présentent une meilleure affinité pour les

récepteurs que les liposomes associés aux isoformes ApoE4 et ApoE2. Ces résultats sont

attribués essentiellement au récepteur des VLDL humains. En effet, d'une part les cellules

CHû utilisées sont déficientes en l'expression du récepteur des LDL, d'autre part, nous avons

tenu compte des affinités dues aux cellules CHû sauvages témoins (déficientes en LDLR et

exprimant peu de VLDLR de hamster) qui montre de très faibles liaisons (Fig 34) qui peuvent

être associées à la présence d'autres récepteurs, par exemple le LRP qui est capable de lier les

liposomes-ApoE.
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Fig. 33- Effet du polymorphisme génétique de l'apoE sur la liaison
des liposomes- 125I_ApoE aux cellules CHü surexprimant le VLDLR
humain.

En parallèle à nos résultats, Guillaume et ses collaborateurs (Guillaume et al, 1996) ont montré

la même tendance (plus affinité avec l'apoE3 que 1'apoE4) pour les liposomes associés à

l'apoE humaine sur les neurones, contrairement à leur expérience réalisée sur les astrocytes.

Dans ces dentiers, des liposomes enrichis en isoformes E3 et E4 ont une affinité sinlilaire pour
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les récepteurs cellulaires. La nature des cellules utilisées dans ces expériences ne permettant

pas d'attribuer les résultats à tel ou tel récepteur, les auteurs ont expliqué cette différence de

comportement entre les deux types cellulaires par une expression distincte des récepteurs de

l'apoE (LRP, LDLR, VLDLR). En revanche, nos résultats obtenus avec des cellules

transgéniques surexprimant le VLDLR, pourraient apporter une explication à ces travaux, en

attribuant aux VLDLR cette « préférence» vis-à-vis l'apoE3. L'expression de ce récepteur par

les neurones est établie (Christie et al, 1996).
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Fig. 34- Effet du polymorphisme génétique de l'apoE sur la liaison
des liposomes- 125I_ApoE aux cellules CHO surexprimant le
VLDLR humain, après soustraction des affinités dues aux cellules
CHO contrôles qui sont caractérisées par une absence d'expression
du récepteur des LDL et une faible expression du récepteur des
VLDL.

La différence d'affinité obtenue par les auteurs entre les neurones et les astrocytes pourrait être

expliquée par une combinaison différente de VLDLR à la surface cellulaire. Nous notons que la

plus grande affinité rencontrée ici des liposomes-ApoE3 par rapport aux liposomes-ApoE4 ne

corrobore pas avec nos précédents résultats obtenus, concemant l'affinité du récepteur des

LDL et des particules VLDL humaines isolées (Bohnet et al, 1996) et qui montrent une

meilleure affinité des VLDL-apoE4/4 par rapp0l1 aux VLDL-apoE3/3. L'explication de cette

différence de comportement est probablement due à une différence des sites de reconnaissance

de l'apoE vis-à-vis les deux récepteurs. En effet, Takahashi et ses collaborateurs (1996) ont

montré, en utilisant un anticorps anti-apoE ayant la propliété d'inhiber la liaison de l'apoE3 au
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récepteur des LDL, que cet anticorps n'est pas capable d'inhiber la liaison des VLDL-apoE3/3

ni celle des VLDL-apoE2/2 vis-à-vis du récepteur des VLDL. Les auteurs ont proposé que la

région de la molécule d'apoE qui se lie au VLDLR soit différente de celle reconnue par le

LDLR. ils ont suggéré que le site de reconnaissance du VLDLR soit localisé au niveau des

résidus 132 à 144 de l'apoE, le site de reconnaissance du LDLR est localisé au niveau de la

région 136 à 150 de l'apoE. Nous rappelons que la différence structurale entre les deux

récepteurs se situe au niveau du nombre de répétitions riche en cystéine localisées du côté N

terminal (voir Fig. 10). Le VLDLR contient 8 répétitions, le LDLRn'en contient que 7.

IVA- Conclusion

Le récepteur des VLDL pounait jouer un rôle important dans la modulation des effets

polymorphiques de l'apoE dans les conditions physiologiques ainsi que dans la MA. En effet le

VLDLR a été détecté dans les plaques séniles des patients atteints de la MA (Christie et al,

1996), tout comme un autre récepteur le LRP. Toutefois, la découverte d'autres récepteurs

exprimés par les cellules du SNC, tels que le LDLR, LRP, et récemment le LR7/8B rendent la

compréhension de la régulation des fonctions de l'apoE in vivo complexe et difficile.

Ces résultats préliminaires vont être approfondis et élargis par l'utilisation d'autres types

cellulaires et d'autres récepteurs ainsi que par l'utilisation d'animaux transgéniques adéquats.
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Il est actuellement établi que l'apolipoprotéine E est le facteur de risque génétique le plus

important de la maladie d'Alzheimer. Toutefois, ses implications dans l'étiologie de la MA

ne sont pas bien définies. Dans cette étude, nous avons approfondi les variations quantitatives

et qualitatives de l'apoE et identifié d'autres marqueurs protéiques qui pourraient participer

avec cette protéine au schéma physiopathologique de la MA. Dans ce but, nous avons étudié

des marqueurs biochimiques et génétiques, principalement dans le liquide céphalorachidien

(apoE, D, TTR, actine), mais également dans le plasma (apoAI). Ces études ont été suivies

par des investigations post mortem au niveau du cerveau, concernant l'abondance des plaques

séniles et leur composition protéique (apoE, apoAI, TTR). Finalement, nous avons initié des

études d'affinité des apolipoprotéines E humaines, produites par génie génétique, associées

aux liposomes vis-à-vis du récepteur humain des VLDL transfecté dans des cellules CHû. Les

principaux résultats sont résumés dans le tableau suivant:

Tableau 13- Sommaire des résultats obtenus dans cette étude

Marqueurs étudiés Lieu / compartiment Résultats principaux

ApoE LCR tt avec l'âge, tt avec la MA,

tt avecl'inflammation

cerveau présence abondante dans les plaques séniles
..................................................................................................................................................................................................................................

ApoD LCR ttt avec la MA

cOlTélée (++) avec la dose de l'allèle E4
..........................................................................................- __ .

TTR LCR..j,..j, avec la MA

cerveau

corrélée (-) avec le nombre des plaques séniles

corrélée (+) avec la quantité d'actine

absence dans les plaques séniles

Actine LCR corrélée (+) avec la dose de l'allèle E4

conélée (+) avec la quantité de TIR
, - _ .

ApoAI sémm ..j,..j,..j,..j, avec la MA

corrélée (++) avec le score mental (MMS)

cerveau présence abondante dans les plaques séniles
.................................................................................................._ _ .

ApoAIV ADN allèle (36ü:His) tt avec l'âge

pas d'effet spécifique sur la MA
...................................................................................................................................................................................................................................

ApoEs recombinantes liposomes affmités au récepteur VLDL : E3>E4:2:E2



A.MERCHED Doctorat UHP Pharmacie-Nancy 1994-1997 Discussion générale 98

Nous pouvons analyser l'ensemble de ces résultats suivant trois processus physio

pathologiques (Fig 35-37): le métabolisme du peptide amyloïd f3, la biochimie du

cytosquelette et la régénération neuronale. Certains marqueurs peuvent être impliqués dans

plus d'un de ces processus.

1) Métabolisme du peptide amyloïd f3 : Les protéines étudiées et qui semblent être

impliquées dans ce mécanisme sont l'apoE, la TTR et l'apoAI (Fig 35). Les trois protéines

ont une affinité vis-à-vis de ce peptide et leur association respective peut être gouvernée par

un équilibre qui permet d'assurer la solubilité du peptide Af3 et son élimination

physiologique. Dans certaines conditions pathologiques, le peptide Af3 peut s'agréger et

former des plaques séniles. Nous analysons les résultats en tenant compte de ces conditions

pathologiques:

Comment expliquer les situations pathologiques associées à une diminution de la TTR dans le

LCR mais à une augmentation de l 'apoE, une diminution de l'apoAI plasmatique et à la

présence abondante des apoE et AI mais l'absence de TTR dans les plaques séniles du

cerveau?

Comment expliquer que le nombre des plaques séniles augmente avec le nombre d'allèle &4

mais diminue avec la concentration céphalorachidienne de la TTR?

Sang

ApoAI

LCR

a stro cytes

~
........I--'!-..... A p oE 4

........1--......... TTR
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A13

plexus choroïde

Fig 35- Régulation de la solubilité du peptide p amyloïde (AP) par la transthyrétine (TIR) et les apoAI
et E. Les signes (+/-) cOlTespondent à un rôle catalyseur (apoAI et E4) ou inhibiteur (TIR) de
l'agrégation de l'Ap et de la fOlmation des plaques séniles
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Dans le LCR, l'apoE et la TTR sont d'origine quasi-cérébrale, l'apoAI est majoritairement

plasmatique. Les deux apolipoprotéines ont des propriétes structurales et conformationnelles

amyloïdogéniques pouvant favoriser l'agrégation de l'A~ et la formation des plaques séniles.

La diminution de la quantité plasmatique de l'apoAI, sa corrélation négative avec la sévérité

de la maladie d'Alzheimer, ainsi que sa présence dans les plaques séniles, laissent supposer

une origine systémique de l'apoAI dans le cerveau des patients. Ce transit du sérum vers le

LCR peut concerner l'apoAI sous une forme complexée au peptide A~ dans une structure

lipoprotéique (avec l'apoJ par exemple) ou libre. Ce transport pourrait avoir lieu dans les

conditions physiologiques dans le cadre d'un apport lipidique vers le cerveau (voir partie 3)

mais qui reste à vérifier.

La TTR, quant à elle, semble avoir un rôle protecteur contre la formation de ~ amyloïde. Sa

diminution dans le LCR pourrait créer un déséquilibre au niveau de la solubilité du peptide

Af3 et favoriser la création des dépôts séniles (Fig 35). Ces propriétés semblent s'opposer à

l'action de l'isoforme E4 de l'apoE qui pourrait lui, catalyser l'agrégation amyloïde.

2) Régulation du cytosquelette: Les protéines impliquées dans ce processus sont: l'apoE, la

TTR et l'actine (Fig 36). Rappelons que l'actine est le composant majeur du réseau

cytosquelettal de protéines fibrillaires attachées à l'intérieur de la membrane plasmatique et

se trouve dans un état d'équilibre entre une forme globulaire soluble (G) et une forme

fibrillaire (F) insoluble. La thyroxine est une des hormones capable de modifier l'équilibre

entre l'assemblage et le désassemblage de l'actine.

Nous avons étudié la relation entre l'actine et la TTR en raison de la place de cette dernière

dans le transport de la thyroxine vers les cellules nerveuses à travers la circulation du LCR.

L'apoE a également un rôle important dans la biochimie du cytosquelette grâce à ses affinités

vis-à-vis plusieurs composants de ce dernier, telles que l'actine, la protéine tau et la protéine

MA?2 (Fleming et al, 1996).

Nous avons montré que la quantité d'actine dans le LCR augmente avec la présence de

l'allèle 84. L'état d'équilibre de l'actine est donc déplacé en faveur de la forme soluble

présente dans le LCR, et qui pourrait refléter les altérations du cytosquelette qui

accompagnent la MA. L'apoE4 pourrait avoir une contribution négative à la stabilité générale

du cytosquelette. En effet, l'assemblage et l'intégrité des microtubules sont inhibés par la
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phosphorylation de tau qui provoque la fonnation des dégénérescences neurofibrillaires (voir

Fig 36). L'apoE4, faute d'interaction avec tau, jouerait en faveur de la formation de ces

structures pathologiques (Strittmatter et al, 1994b). Nous proposons, de façon similaire, une

contribution négative de l'apoE4 à la stabilité du réseau d'actine, un déassemblage de l'actine

fibrillaire et, par extension, une déstabilisation du cytosquelette.

tau

Actine(G)
Actine(G) ~

.............- ...~ ~f)ç
tau p::J

({\

Sang LCR Cerveau

TTR ... • TTR< Plexus choroïde

t
Thyroxine

T4 -TTR > TTR-T4
(T4)

ApoE4 • ApoE4

Fig. 36- Mécanismes de régulation du cytosquelette proposés dans la maladie d'Alzheimer et
implication de l'apoE, la transthyrétine et l'actine. TIR: transthyrétine; PHF : fùaments en paires
hélicoïdaux ; p-tau-p : fonne hyperphosphOlylée de la protéine tau ; Actine CF) : fonne fibrillaire de
l'actine localisée dans un réseau fibrillaire membranaire; Actine CG) : fonne globulaire soluble de
l'actine.

Comment expliquer les diminutions de la concentration de la TTR dans le LCR des patients

atteints de la MA et sa corrélation positive avec la quantité d'actine dans le LCR?

Dans le cas de la TTR, deux situations doivent être considérées. D'une part, sa production

exclusive par le plexus choroïde est limitée dans la MA, en raison des altérations spécifiques

des cellules épithéliales des plexus dans cette situation pathologique (Serot et al, 1994).
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D'autre part, l'affinité de la TTR vis-à-vis de ses récepteurs cellulaires augmente si elle est

présente sous sa forme complexée à la thyroxine (Divino and Schussler, 1990a).

En tenant compte de ces situations, nous proposons un schéma mécanistique qui se résume de

la façon suivante: un métabolisme plus rapide de la TTR complexée à la thyroxine, une

livraison hormonale plus rapide et par conséquence une déstabilisation moins importante des

filaments d'actine (Fig 36). Néanmoins, cela n'est probablement pas suffisant à maintenir

l'intégrité cellulaire étant donné les conditions biochimiques défavorables: faible quantité de

TTR, solubilité du peptide AJ3 (partie 1) et réparation neuronale (partie 3) affectées.

3) Réparation neuronale et remodelage synaptique: Ce processus est assuré par les apo D,

E, AI et AIV via des voies spécifiques de récepteurs (Fig 37). La concentration

céphalorachidienne des deux premières augmente dans la MA. La concentration sérique de

l'apoAI diminue considérablement avec la MA et est fortement associée à la sévérité de cette

maladie. L'apoAIV a été étudié au niveau génétique, la fréquence de son allèle apoAIV

(360 :His) augmente avec l'âge indépendamment de la MA. L'affinité des apoEs humaines

recombinantes pour le récepteur des VLDL a été également étudiée et une meilleure affinité

de l' isoforme E3 par rapport aux autres a été constatée.

Nous rappelons que les apoD et E sont majoritairement synthétisées dans le cerveau, les

apoAI et AIV sont plutôt d'origine plasmatique. Trois populations de lipoprotéines ont été

identifiées dans le LCR: CSF-LpAI, CSF-LpE et CSF-LpAIV (Borghini et al, 1995). La

première est composée majoritairement d'apoAI mais également d'apoD, E et J, la deuxième

majoritairement en apoE mais de faibles quantités d'apoAIV, D et J. La dernière contient

essentiellement de l'apoAIV (Fig 37).

L'augmentation des apoD et E dans le LCR est probablement la conséquence d'une synthèse

importante de ces deux apolipoprotéines dans le cerveau. Cette production pourrait refléter un

processus de réparation et de régénération cellulaire sans pour autant assurer une assimilation

optimale des lipides cellulaires. En effet, nous notons que la quantité d'apoD dans le LCR

augmente avec le nombre d'allèle 84, ce qui pourrait refléter un ralentissement ou une

inhibition du métabolisme des lipoprotéines contenant l'apoD (CSF-LpAI et/ou CSF-LpE)

dans l'environnement biochimique lié à la présence de l'apoE4.
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Il est clair que la composition des lipoprotéines influence leur métabolisme et leur

assimilation dans les conditions de régénération cellulaire. La nature des récepteurs exprimés

par les cellules pennet d'orienter le métabolisme de lipoprotéine. En effet, les neurones ont

plus d'affinité pour les liposomes contenant l'isoforme ApoE3 (Guillaume et al, 1996), et nos

résultats attribuent « cette préférence» à une expression plus importante de VLDLR par ces

cellules. Dans ces conditions, il est concevable d'imaginer que les lipoprotéines contenant

l'apoE4 ne peuvent pas être bien métabolisées par les neurones dans des conditions où le

recyclage des lipides est capital.
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Fig. 37- Modèle de régénération neuronale et remodelage synaptique et implication des
apolipoprotéines AI, AIV, D et E. L'origine de synthèse de chaque apolipoprotéine ainsi que la
source possible de fonnation des lipoprotéines dans le LCR sont schématisés.
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Dans la même optique, nous analysons les résultats obtenus avec les apoAI et AIY.

Le transport des lipides du plasma vers le cerveau n'est pas bien établi mais reste fort

probable, en raison de la présence de récepteurs de lipoprotéines, tels que le LDLR et le

gp330, au niveau de la barrière hémato-encéphalique (Meresse et al, 1989, Zheng et al, 1994 ;

Zlokovic et al, 1996). Les diminutions de la concentration sérique de l'apoAI, apolipoprotéine

qui semble traverser facilement la barrière hémato-encéphalique, pourrait refléter des

diminutions d'une source potentielle de lipide pour le système nerveux central.

Concernant l'apoAIV, nos résultats montrent une fréquence plus importante de l'allèle

apoAIV(360 :His) chez les personnes âgées par rapport à la population jeune mais reste sans

effet sur la MA. Nous expliquons ces résultats par les propriétés que peut avoir cet allèle dans

l'activation de la LCAT, le transport reverse du cholestérol et en générale une meilleure

contribution à un métabolisme lipidique moins athérogène. De plus, il est concevable de

proposer une meilleure capacité de recyclage lipidique dans les conditions d'altérations

physiologiques liées au vieillissement mais qui semble être inefficace ou insuffisante dans les

conditions de dégénérescence liées à la MA.
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L'examen de la composition du LCR permet d'apporter un nombre considérable

d'informations que nous avons analysées ici en parallèle avec les données cliniques et

histologiques mais aussi avec les données génétiques. Nous avons obtenu des résultats

importants concernant les variations physiologiques et pathologiques de l'apoE dans la MA

mais également d'autres marqueurs comme l'apoD, la TTR et l'actine. Nous avons mis en

évidence un marqueur sérique, l' apoAl, dont la concentration est très affectée dans la MA et

liée étroitement à la sévérité de cette maladie. Nous avons discuté l'intérêt de tous ces

marqueurs dans la compréhension de l'étiologie de cette maladie ainsi que les applications

phannacologiques et thérapeutiques.

Nos résultats montrent que, dans l'interprétation des variations de la concentration de l'apoE

dans le LCR, doivent être prises en compte des paramètres biologiques (âge, population),

cliniques (composition du groupe contrôle et nature des maladies incluses) et génétiques (en

apoE) qui pourraient influencer les variations de la concentration de l'apoE et expliquer les

résultats contradictoires obtenus dans la littérature.

En parallèle à l'apoE, l'étude d'autres facteurs biochimiques et la prise en compte des

données immunohistichimiques nous a premis de mieux comprendre le rôle de cette protéine

multifonctionnelle au niveau de la biochimie du cytosquelette, du métabolisme lipidique et de

la remobilisation du cholestérol, et de la solubilité du peptide J3-amyloïde.

Nos résultats suggèrent une implication phsysiopathologique mutlifacette de l'isoforme E4 de

l'apoE, facteur de risque génétique le plus important de la MA. Les données biochimiques

rapportées décrivent un environnement biochimique favorable à la formation des plaques

séniles et des capacités plus faibles de réparation ou de régénération neuronale, liées

probablement à des anomalies au niveau de la biochimie du cytosquelette et à des problèmes

de recyclage des lipides cellulaires.
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Les données de la composition du LCR, en apolipoprotéines notamment, doivent être prises

en considération et analysées dans le cadre et l'environnement physiologiques des

lipoprotéines. L'analyse de la composition des lipoprotéines isolées et l'étude de leur

propriétés fonctionnelles par rapport aux récepteurs cellulaires est une approche qui s'impose.

Toutefois, les problèmes éthiques qui entourent les prélèvements du liquide céphalorachidien

limitent les études de ses lipoprotéines bien qu'elles puissent être performantes. Néanmoins,

ces études de récepteurs sont nécessaires pour approfondir certains aspects fonctionnels de

nos hypothèses. Nous projetons d'utiliser les animaux transgéniques qui deviennent, grâce

aux progrès de la biologie moléculaire, une approche incontournable dans les investigations

futures du rôle des récepteurs dans les maladies cardio- et cérébro-vasculaires.

L'accès aux données de l'imagerie cérébrale anatomique et fonctionnelle et leur combinaison

avec les données biochimiques et génétiques actuelles, sont également de bonnes

perspectives, vu la force des liens avec ces données et la richesse des informations que l'on

peut obtenir. Il est évident que cette stratégie nécessite des collaborations étroites entre

cliniciens et chercheurs pour affronter, ensemble, les problèmes que posent, de plus en plus,

les maladies neurodégénératives à notre société.
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Abstract

Worldwide evidence has recently shown chac the allele ,,4 of apolipoprotein E (ApoE) is a genetic risk factor for Alzheimer's disease
(AD) underlining the possible role of apoE in the physiopathology of AD. To evalume the usefulness of apoE concentration in
pathogenesis of AD, we measured the cerebrospinal fluid (CSF) levels of apoE. CSF apoE level was significantly higher in 38 patients
with lale-onset AD than in 31 control patients and 47 patients suffering from other neurological and related diseases. Higher levels of CSF
apoE were also present in a subset of patients with meningoencephalitis, motor neuron disease. and low back pain. The increase of
CSF-apoE in AD is in agreement with results from studies that find an increase of mRNA apoE in the brains of AD patients. Compared to
other works, these results underline the importance and the difficulties of the selection of the controls. The CSF apoE level seems to be a
reflecrion of neuronal damage and/or an inflammatory reaction that may be common to AD and other neurological and related diseases.
© 1997 Elsevier Science B.V.

Keywords: Neurological diseases: Alzheimer's disease (AD): Apolipoprocein E (apoE): Cerebrospinal fluid (CSF)

1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) is the mOst prevalent cause of
dementia worldwide and affects 5-) 0% of the population
aged greater than 65 years. As yet, the diagnosis of the
pathology is defined only after autopsy or brain biopsy by
observation of 3 types of histological manifestations found
predominantly in the hippocampus amygadalus, and the
cerebral cortex: neurofibrillar degeneration, intraneuronal
fibrillary tangles, of which the principal constituent is
hyperphosphorylated tau protein, extracellular senile
plaques and vascular deposits of amyloid, composed mainly
of a potentially neurotoxic peptide, ,B-amyloid (A,B).

Worldwide evidence recently implicated the 6'4 allele,
one of the three alleles of apolipoprotein E (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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1994; Siest et al., 1995). The mechanism of the association
is not clear. A specific functional role of the apoE isoforms
apoE4, apoE3 and apoE2 in the pathology of Alzheimer
disease is suggested.

ApoE plays a key role in the transport and redistribution
of lipids among various tissues by interaction with specific
receptors. ApoE has a number of others functions such as
nerve regeneration and neuronal plasticity (Handelman et
al., 1992; Poirier et al., 1993; Nathan et al., 1994).

ApoE is the principal apolipoprotein in the CSF and has
a distinct sialylation pattern (Pitas et al., 1987). Il seems to
have limited access across the blood-brain barrier
(Zloko(ic et aL, 1994). ApoE in CSF is essentially derived
from the brain (Carlsson et al., 1991; Linton et aL, 1991;
Gaillard et al., 1996) and therefore can ref1ect cerebral
apoE production. Carlsson et al. (199 I) had investigated
the CSF apoE level and reported increased levels of apoE
in CSF of patients with neurologicai diseases compared ta

controls. However other studies on CSF-apoE levels with
AD (Blennow et aL, 1994; Pirttilii et aL, 1994; Lehtimaki
et aL, 1995) found decreased levels in AD patients com
pared to controls. But very recently, Yamada et al. (1995)
showed greater levels of apoE mRNA in AD brains
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The current study was designed to evaluate CSF apoE
level in diagnosis of AD. The original aim of this study
was to investigate the clinical usefulness of this measure
ment compared to other neurological and related diseases.
Therefore, in our study, we added a neurological control
group which was composed of subjects with a range of
acute neurological syndromes other than AD (cerebrovasc
ular disease, meningoencephalitis, motor neuron disease,
and low back pain). The genotype effect of apoE on its
CSF levels was also investigated.

2. Materials and methods

2. J. Patient population

Thirty-eight patients with probable Alzheimer's disease
(AD) (75.4 ± 9.9 years), 31 subjects without the presence
of any confirmed neuropsychiatric disease (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 cerebrovascular disease (CVD) (70,4 ± 13.2 years),
la patients with motor neuron disease (MND) (58.4 ± 13.6
years), la patients with meningoencephalitis (ME) (65.6 ±
12.0), and 20 patients with low back pain (LBP) (64.3 ±
12.9 years) - were studied.

The clinical diagnosis of probable AD was established
by National Institutes of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke - Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association (NINCDS ADRDA) criteria (Mc
Khann et al., 1984). Ail patients with AD had a Mini-Men
tal State (MMS) score (Foistein et al., 1975) of less than
25.

Patients without AD and control subjects had a Mini
Mental State score of Fostein higher than 28. The control
group was composed of subjects at which lumber puncture
has been released for diagnosis of fever or staging of
Iymphoma. These subjects had normal CSF cytology and
chemistry. This study had CHU Nancy Hospital ethical
committee approval and informed consent was obtained
from each subject.

Table 1
Main characteristics of patients and measured variables' (mean ± SD)

2.2. CSF collection, apolipoprotein E: polymorphism and
leuel analysis

CSF was taken by routine lumbar puncture once in
formed consent was obtained from each patient or their
family members. The samples were 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
technique of 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-dimensional electrophoresis
as described elsewhere (Lepage et al., 1986).

ApoE measurements in CSF were performed by a Sand
wich Enzyme-Linked Immunosorbant Assay (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
horseradish peroxidase (GaE/EPO) as second antibody.
Ail CSF apoE measurements were performed in duplicate.
In summary, the wells of plastic plates (Nunc Immuno
plate, Polylabo) were coated with goat-anti-apoE (100 ,ul
of 1/1000 diluted antibody in PBS)at 4°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 incubated at 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, prepared according to
manufacture' s instructions (Organon Teknika); containing
per la ml of deionised water, 1ml of peroxidase-substrate
buffer (1 ml of solution containing 1 tablet of Urea Peroxi
dase/IO ml of deionised water, diluted in 10 ml of Sub-

Il

Age (years)
Sex (M%/F%)
CSF-ApoE (mg/!)
CSF-ApoE/CSF tocal protein (mg/g)
MMS (Foistein et al.. 1975)

Alzheimer's disease

38
75.4 ± 9.9 b

39/61
2.07 ±0,80 e

5.26±2.28 e

10.71 ±7.30

Controls

31
67.4 ± Il.
39/61
0.80 ±0.34
3.12 ±2.91
> 28

/ Neurological and related diseases

47

64.3± 13.0
53/47
1.57 ± 0.67 d

4.18±3.51
> 28

, CSF ApoE to protein ratio were determined on 30 AD patients, 29 contro1s, and 44 patients with neurological and related diseases.
b p < 0.05 compared to control group. p < 0.01 compared to neurological and related diseases group.
e p < 0.0001 compared to control group. p < 0.01 compared to neurological and related diseases group.

p < 0.000 1 compared to control group.
e p < 0,05 compared CO conrrol group.
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• p < 0.01 (X 2 = 11.884), difference between AD and control groups

AD CoctTol CVD ~lND LBP ~Œ

(n=d8) Group (04) (n=10) (0:20) (0=10)
(n=d1)

Table 2
Allelic frequencies of apoE in A[zheimer's disease group and control
group

When we divided the neurological group into different
sub-groups according 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 patients and 1.76 ± 0.70 mg/I in ME patients. Com-

,/

Control group *

25
9,4%
75%
[5,6%
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Fig. 1. CerebrospinaJ fluid levels of apoE. A significant difference exists
between the Alzheimer's diseuse (AD) group and either control and
neurological and related diseuse groups (p < 0.000 1 and p < 0.01 respec
tively) and between the latter two (p < 0.000 1) (A). The neurological and
re[aced diseuse group is subdivided inco 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 between control group and each
of the 3 groups MMD, LBP, and ME group (Kruskall-Wallis ANOVA,
p < 0.05). Bars represenc the mean in each group.

n

ApoE4

ApoE3
ApoE2

strate buffer) and 200 ml TMB, were added to the wells
and incubated for 20 min at room temperature.

The reaction was stopped with 2.5 M sulfuric acid and
plates were read at 405 nm with the Titertek multiscan
plate reader (Flow Laboratories). The between-run CV was
10.8%.

ApoE levels in sorne CSF samples were determined in
blind study by turbidimetry using reagents from Daiichi
Pure Chemicals (Tokyo, Japan) on Cobas Mira (Roche
Diagnostics, Neuilly-sur-Seine, France).

Calibration was made automatically using 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-human apoE an tisera (Daiichi) and 200 ml of phos- B

phate buffer. Absorbance was read at 340 nm 6 min after
starting the reaction. Reagent blank was done with purified
water. Concentration values were calculated with the cobas
program using the LOGIT/LOG5 calibration mode. The
between-run CV was 5.6%.

2.3. Statistical analysis

3. Results

Allelic frequencies comparison of apoE were performed
using X 2 test. The comparison of CSF apoE mean levels
in different groups was determined using Hest on ground
and adjusted values for age and sex or Welch test when
variances were not assumed to be equal. Nonparametric
Kruskal- Wallis test was used to compare CSF apoE levels
between pathological sub-groups and either AD and con
trol groups. A p-value of 0.05 was considered significant.
Ali data reported were analyzed with the BMDp® statisti
cal software (Los Angeles, CA).

Table 1 shows the main characteristics of patients and
con troIs included in the study. The AD patients were older
than either control and neurological patients (p < 0.05 and
0.01 respectively) and, compared to the latter patients, had
a higher proportion of females.

CSF apoE levels were elevated in AD patients in com
parison to subjects with neurologicaJ and related diseases
other than AD (2.07 ± 0.80 vs 1.57 ± 0.67 mg/!) p < 0.01,
who themseJves had higher levels compared to 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
between groups, we make the same analysis with ajusted
values for age and sex. The resuJts showed the same levels
of difference between groups. The adjusted means were,
2.03, 1.57 and 0.80 mg/J in AD patients, controls and
neurologicaJ and related diseases patients, respectively. By
using the ratio of apoE to total CSF protein, we noted only
a significant difference (p < 0.01) with AD patients com
pared to con trois (Table 1).
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type group, we formed 3 genotype groups, (e2, e3 and
e4. The e2 group was composed of patients genotyped as
e2e2 or e2e3, the e3 group ofthose genotyped as e3e3
and the e4 group of those genotyped as e 3 e4 or e4e4
(individuals with e2 e4 genotype were exc!uded). ApoE
polymorphism did not appear to affect CSF-apoE levels in
the control group. In the AD group, CSF-apoE levels, even
not significantly different (p = 0.068), seems to decrease
according to the allelic group 6'4 < d < e2 (Fig. 2). The
ApoE level in CSF of AD patients for each allelic group
was higher compared with that of control group. CSF-apoE
levels also did not differ significantly among any of the
subject categories when we compared iodividuals with 0,
l, or 2 apoE 6'4 alleles (data not shown).

Fig. 2. Comparison of CSF apoE level means between apoE phenotypes
in AD patients and control group. Results show decreased levels but not

significant in AD group (P = 0.068) according the allele group c2 > d
> c4. No significant difference between allelic groups in the control
group (p = 0.19). However. in each allelic group the levels of CSF-apoE

are significantly higher in the AD group compared to control group
(Kruskall-Wallis ANa VA. p < 0.05). The cl group was composed of
patients genotyped as c2c2 or c2c3. the c3 group with those geno

typed as c3c3 and the c4 group of those genotyped as c3c4 or c4c4.
lndividuals with c2c4 genotype were excluded. Bars represent SEM.

parison of AD and control groups with each disease sub
group showed no significant differences firstly between
AD and each of the 3 disease subgroups, MND, LBP and
ME, and secondly between control and CVD groups.
However, MND, LBP and ME had significantly higher
levels of CSF apoE compared to control group ( p < 0.05).

As expected, ap04 aIlele was over-represented in the
AD group (Table 2). We confirmed the high association of
e4 with late-onset sporadic AD (0.35 AD versus 0.094
con troIs for e4 allele frequencies (p < 0.01). The allelic
frequencies of controis were similar to those that we
previously reported in healthy individuals from Nancy and
Paris-France (Lucotte et al., 1994).

Because of the smaIl number of subjects in each geno-

Table 3
Summary of results in the mains works studying apoE in cerebrospinal fluid

4. Discussion

The frequency of apoE-6'4 aIle le in late-onset
Alzheimer's patients was shown to be comparable to most
recent studies (Poirier et al., 1993; Kuusisto et al., 1994;
Yoshizawa et al., 1994; for review see Siest et al., 1995).

The increased levels of CSF-apoE in AD patients, are
indirectly supported by the already reported results show
ing that apoE mRNA is significantly increased in brains of
patients with AD compared with those of controls (Di
edrich et al., 1991; Yamada et al., 1995). Moreover, the
high levels of CSF apoE in neurological patients compared
to con trois are consistent with the study of Carlsson et al.
(1991) who reported increased levels of apoE in the CSF
of neurological patients, notably those with acute or chronic
inflammatory central nervous system disease (Table 3).
Our results corroborate findings that apoE is increased
following neuronal damage (Mahley, 1988; Poirier et al.,
1993).

However, previous studies measuring apoE concentra
tions in cerebrospinal fluid of AD patients reported vari
able results. Sorne of them (Blennow et al., 1994; Pirttilii
et al., 1994; Lehtimaki et al., 1995) reported that CSF-apoE
levels were lower in these patients compared to controls.

Rifai et al. (1987)
Carlsson et al. (1991)
PirttiHi et al. (1994)
Blennow et al. (1994)
Gaillard et al. (1996)
Rosier et 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)

Other pathologies

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 scie rosis patients.

Frontal lobe dementia.
C Time-resolved immunofluorometric assay

p < 0.5.•• p <: 0.01, ..• p < 0.001 compared to controls.

ND, nol determined.
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One recent study (RosIer et al., 1996) showed no differ
ence between groups (see Table 3). Differences in overall
CSF-apoE concentrations between studies may be due to
methodological differences (Table 3). Antibodies and cali
bration are the main critical points. But the reported differ
ences between controls and AD patients may be explain by
others factors. Among the explanations for these discrep
ancies may be a difference in selection criteria of controls
and/or also an heterogeneity in the AD group.

The methodological hypothesis seems unlikely, as we
used a immunoturbidimetric method using a second an ti
body to human apoE with sorne CSF samples (9 AD, 6
con trois 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 same differences were
maintained except for the neurological group which showed
no differences compared to other groups.

The difference in the selection criteria of controls may
be a reasonable explanation. In the study of Lehtimaki et
al. CI 995) apoE concentrations were measured in serum
and CSF corresponding to con trois suffering from patholo
gies (tension headache, cervical syndrome, migraine, psy
chosomatic disorders, polyneuropathy, Parkinson' s disease,
brain tumors and cerebral infarction) and no specifie analy
sis of CSF-apoE relationship with these different diseases
was realized.

Heterogeneity in the AD groups is also linked to apoE
polymorphism. Our AD group comported lower 6'4 fre
quencies compared to those of Lehtimaki (0.35 vs 0.55).
Since we showed decreased tendency of CSF-apoE of AD
patients with 6'4 isoform, the higher frequencies of 6'4 in
Lehtimaki' s AD patients may be the origin of decreasing
CSF-apoE mean in this group compared to controls.

In our study, CSF-apoE levels were, independently of
age and sex, significantly higher in AD patients than in
very well-selected control subjects or those from other
neurological and related diseases. However, in these latter
patients, CSF-apoE levels were dependent on the specifie
pathology. CSF-apoE levels in CVD patients were simi1ar
to control subjects. Patients with NMD, ME, and LBP had
increased levels of CSF-apoE similar to AD patients.

The inclusion of a disease control group is very impor
tant to verify the already reported results and to show that
the increase in CSF-apoE levels in the AD patients proba
bly reflected an inflammation reaction and/or neuron
damage that may be common to AD and other diseases
such as meningoencephalitis, motor neuron disease, and
low back pain. It is important to note that apoE concentra
tions were also found to be increased in the plasma of
individuals suffering chronic low back syndrome and mo
tor neuron disease (VanderPutten et al., 1993; Ikeda et al.,
1993; Cameron et al., 1995), and seemed to result from
chronic inflammatory insults associated with damage nerve
regeneration. Here we reported increased levels of apoE in
the CSF o'f patients suffering from the same pathologies.

Our results support the hypothesis that apoE is involved in
the pathogenesis of neurodegenerati ve disorders and can
be a marker of neuronal damage or inflammatory process.
ApoE might be secreted by astrocytes as a non specific
reaction to neuronal damage, perhaps to allow local distri
bution of lipid arising from breakdown of neurons.

By extending the observation of apoE effect on nerve
regeneration (Handelman et al., 1992; Poirier et al., 1993),
we support the hypothesis that apoE may protect against
the progression of neuronal damages that occur with sorne
central nervous system pathogenesis. This ability is medi
ated by interaction with sorne specific receptors such as
low density lipoprotein receptor (LDLR), very low density
lipoprotein receptor (VLDLR) and low density lipoprotein
receptor related protein (LRP). The latter two seem to be
associated with AD (Rebeck et al., 1993; Tooyama et 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
determinant of the receptor binding properties of VLDL
(Bohnet et al., 1996). Our results showing CSF apoE
'total' levels elevated in sorne pathologies such as AD, the
importance of the apoE content in lipoproteins should be
investigated and 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 remodeling seems ta be
dependent on its polymorphie variability. The linkage of
6'4 with AD may be explained by its lower effect on
neuron regeneration or stabilization. On the other hand,
apoE4 appeared to have a negative chaperoning role on
A f3 deposition in the AD brain and correlated to density of
senile plaques in brain (Rebeck et al., 1993; Schmechel et
al., 1993). An alteration of both the lipid transport system
during neuronal remodeling and clearance of A f3 via
apoE-A f3 complexes could be central to the AD process.

The tendency of CSF-apoE concentration to decrease
with 6'4 allele compared to 6'2 and d may be 1inked to
the higher accumulation of this isoforrn in amy10id plaques.
This phenomena may be favored by its preferential binding
to A f3 protein or LRP. But this tendency should be
confirrned with a larger number of patients.

In conclusion, we have found that CSF apoE levels
increase significantly with AD compared to con trois and to
other neurological and related diseases and so is with sorne

/'
pathologies like motor neuron disease, meningoencephali-
tis and low back pain compared to con troIs. This may
indicate a common mechanism between these diseases
linked to an inflammatory process.

Our results underline the importance of selection crite
ria of con trois which must be subject to rigorous recruit
ment and besides suggested to go thoroughly into CSF
apoE comparison between groups according to genotype
notably but also age and sex. Finally, in the context of its
role in neuronal damage reparation, apoE may be used to
follow up efficiency of the future therapeutics.
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Figure 1. Relationship between apolipoprotein E in CSF and
aging. ('f) P < .001.

INCREASED OXIDATIVE DAMAGE IN
LYMPHOCYTES OF ALZHEIMER'S DISEASE
PATIENTS

These results suggest that in the same way as in central
nervous system pathologies, ApoE may play a role in the
dendritic remodeling and compensa tory synaptogenesis that
occur with normal aging; they also underline that age must be
taken into account in case control studies as a factor affecting
ApoE Ievels in cerebrospinal fluid.
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To the Editor: Oxidative stress has been involved in the
pathogenesis of several neurodegenerative diseases. Free rad
icals can damage cellular structures reacting with lipids,
proteins, and nucleic acids. 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine
(8-0HdG) is a reliable marker of oxidative DNA modifica
tion. High levels of 8-0HdG were found in lymphocytes or
mononuclear cells of subjects suffering from different auto
immune diseases 1 or diabetes. 2 In a previous study,3 we
found a marked increase of nuclear and mitochondrial 8
OHdG in brains of Alzheimer disease (AD) patients com
pared with normal aged subjects. In order to further evaluate
the presence of oxidative damage in AD, we measured 8
OHdG in lymphocytes obtained from 12 AD patients (mean
age::!:: SD 73.3 ::!:: 6.0) and 12 normal controls (mean age ::!::
SD 75.8 ::!:: 6.4). Ten milliliters of heparinized blood was
layered on Lymphoprep (Nycomed) and centrifuged at 800 g.
Nuclear DNA was extracted from pelleted lymphocytes after
osmotic Iysis of red blood cells and washing with saline.
8-0HdG was measured by means of HPLC with electro
chemical detection as previously reported. 3 A significantly
higher content of 8-0HdG, expressed as fmoll,ug DNA, was
found in lymphocytes of AD patients (40.4 ::!:: 12.2; range
24.9-59.8) compared with controis (23.7::!:: 7.2; range 14.0
35.2) (P < .001) (Figure 1). This finding might reflect an
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APÔLIPOPROTEIN E LEVEL IN CEREBROSPINAL
FLUID INCREASES WITH AGING

To the Editor: Apolipoprotein E (ApoE) is thought to play a
pivotaI role in the mobilization and redistribution of choles
terol and phospholipids after neuronal damage. The loss of
synapses, such as occurs in Alzheimer's disease (AD), seems
to induce a reactive synaptogenesis from undamaged neurons
that coincides with increased expression of ApoE in astro
cytes and ApoE LDL receptors binding activity in deaffer
ented layers.1 ,2

ApoE, the principal apolipoprotein in the cerebrospinal
fluid (CSF), is essentially derived from the brain and, there
fore, can reflect cerebral ApoE production.3 The ApoE CSF
level is shown to be increased in sorne neurodegenèrative
diseases, such as AD, and in inflammatory conditions.4

, We
hypothesized that ApoE also plays a neurotrophic role in
physiological neuronal aging.

To determine if ApoE varies in the CSF according to age,
we measured CSF ApoE concentration in 40 patients (18
men, 22 women, mean age 60.52 ::!:: 16.56 years, range
26-89 years) without any symptoms or signs of central or
peripheral nervous system disease and without CSF cytology
or chemistry disorder. Lumbar punctures were performed for
diagnosis of fever or staging of lymphoma. ApoE measure
ments were performed by ELISA method as described e1se
where.4

The analysis of results by linear regression showed 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 the same tendency (r =.38; P < .001). This
evolution was Iinked neither to the sex nor to the variant
allelic of ApoE (e.g., the three isoforms ApoE2, ApoE3, and
ApoE4) (results not shown).

To our knowledge, this is the first study reporting an
increase in ApoE concentration in CSF with aging. Because
ApoE has limited access across the blood-brain barrier,s we
can admit that the increased CSF APOE level with normal
aging is the result of an increase in local synthesis, perhaps
linked to the physiological neuron cellloss.

JAGS 45:1536-1540,1997
© 1997 by the American Geriattics Society 0002-8614/97/$3.50
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Abstra<:t

ln arder to ev<aJu<1te genetfc apoflpaprotein polymorphisms as rlsk factors for AI,heimer's disease (AD), we studied apolipo
protein (apo) AIV after apoE, an apollpoprotein also present in the braln. The allelic distribution of apoAIV codon 360 poly
morphism was no different in AD group (ri" 120) .compared wrth elderly healthy individuals (n =119). Surprisingty, ttlis
potymorphism was 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 same regionaJ
recruitment. These resutl:s suggest tM! the apoA1V (36D:Hls) allele could be a marker of aging and longevity. @ 1998 Elsevier
Science freland Lid. .

Keywords: LangevÎty; Genetlc marker: Alzheimer's disease; Apoflpoprotein E; Apollpoprotein AIV (360:Gln:His); DNA pofy
morphism

Apolipoprotein (apo) AIV is a component of chylomi
crons and h.igh-densltY Upoproteins which shows a genetic
polymorpbü,m in Caucasian populations wiÙJ two cornmon
alleles, ApoAIV-1 and ApoAIV-2. Previously, we identified
these alleles to be a result of glutamine (CAG) ta histidine
(CXf) substitution at codon 360 [1]. Po5ÙÙil.tcd func::tiOIl5 of
this 8.fXllipoprotein include: acting· as an activator· of the
enzyme lecithin:cboleSŒrol ilcyltransferase (LeAT) [201.
promoting removal of cellular cholesterol from extrahèpatic
tissue. [21] and IIlooulating· the activation of lipoprotein
lipase by apoC-TI [9]. Genetic-associatien stlldies ha.ve
demon:strated a. ~la.tionship betWeen apoAN polymorph
is:m and interindividual variability iu. plasma cholesterol,
triglyceride and glucose levels in supposedly healthy popu
lations, but the results have been somewhat controversial

,; (N:,15-17,25]. Little is known about the function of tbis
apolipopmtcin at the lève! of the central. nen'ous system
CCNS). Sorne studies have attributed roIes ta apoAN during
dcgener-a.tive and regenerative processes in the peripheral
and central nervous systems, as weB as during deveJopment

• Correspond1r19 author. Fax: +33 383 448721;
e-mail: garard.sies@anp_u-n2f1cy.fr

in cel! culture and animal rnodels [3,10]. Others suggest that
apoAIV may act in the CNS il.$ a factor to control appetite
during food intake [81.

Xt was reported thll.t apoAIV was first supposed w cross
the blood-brain-barrier (6,14). However, the recen! locaIlza
tien of apoAIV within the brain [12] and in the CSF [2]
increases the potential role of this protein in the CNS.
Unch311ged apoAlV expression in Alzb.eimer's~
(AD) brmns compared with controls sugge.sts tha!. qualita
tive railier man quantitative change may he liillœd to tbis
pathology. Collectjvely, these data led u.s te investigale the
common apoAIV polymorphism implication in AD. We
report our findings as a response to very receni re.-"lllts
reporting an association of the apoAlV codon 360 mutation
wit1l AD [4J.

The population studied included 120 patients (88
feroales, 32 males) with probable AD established according
ta the criteria of ÙJe NINCDS-ADRDA work group. AlI

patients with AD had a mlni-ment.a.l st3.te (MMS) score of
Jess than 25. Moreover. Wè inc1uded a population oÎ 119
presumed-nealthy elderly subjeets (62 femal~, 57 males)
participating in systematic hcalth screening al the Center for
Preventive Medicjne in Nancy, France. The&:: $ubjecrs Wtle

0304-3M0J981S19.00 © 1998 Elseviet Science Ireland lId. Ali rlghls rese<ved
PIl 80304-3940(98)00025-1
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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 aUeJic fr$quenc;y

E4~

E3
!2

120 (27.5172.5)
77.87 t 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%

~3S {fiO.4J39.6)
7429 ± 8.46
11.38%~

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$.

supposed to he free of AD'symptoms after clinical exam
{nations perfonned by general c1înicians. The results of this
study were compared with those previously described from
the gencral population of the same' region (23].

Genotypîng was perfonned with DNA isolated from
. nudeated bl00d cells [18}. The-ApoE genotype wa.,.. deter~

mined as described"dsewhere (13]. ApoAIV codon 360
genotyping was performed wilh il technique using- a bispe
cific-allele primer amplification established in ou.r labora
tory (26]. In this technique a simplr:: dectrophoresis of peR
producl:S ïs u.sed for lyping the variation al codon 360. WhelJ
DNA was not available, apoE and apoAIV phenotypjng was
penonned using two-dimensional electrophoresîs as ~1
described elscwhere [22,23).

The frequency of apoAIV alleles was not significantly
different between AD and the elderly co.ntrol group (Table
1). However; in bath groups, apoAJV (360:His) aUele fre
quency was higher than in the general population. with a
mean age of 39.00 ±9.69 years, cmnpared WiÙl 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
results suggest fual: this mutation îs over-represented ai an
advanced age and is net linked ta AD risk.

Next the results were analyzed wjÙ1 respect to apoE poly
morphism and the presence Dr absence of the e4-aJ.lele: the
major genetic risk factor ofAD (Table 2). 1rrespective of me
presence or the absence this allele, individuals have thl;!
s.ame apoAIV allelic distribution and there i8 no significant
adèlitional risk for AD for the apoAN (360:Gln:His) all!.':le
carrier.>. In the AD group, the mini-mental ;;core [71 was not
"infiuenced bj apoAIV 360 'polymorphism (not shawn),

The comparison of the frequency of apoAIV alleles

TabJe2

described here and previausly ~ported revealed simiJariries
in AD patients but aIso very 'ûgnificant diffe.rences in
elderly control groups (13.21% here YS. 3.5% ID the study
of Csazar et al [4]) despite the same mean age for both
groups. The re~u for this discrepancy is unclear. Never
theless, it is interesting to note that the control populations
in bath swilles were aIso differeDt in ApeE genetics. ApoE4
frequency in ow group was 12.27% and it Wa.$ 7% in the
study df Csazar et al. [4}. This is relà.tively low compared
witb the frequency of ùlis aUele in the general population of
many European counrries (see [19] for review). It 1$ aIso low
compared with what is alIeady reported in larger populaw

tians by the same authors [):9:j who reported a f4...allele
frequency of 12..9% i.n a satnp1e of 202 subjeetS.

.Of pnmary interest in the current study is the fact that the
frequency of the apoAlV 360 mutation was rdativdy ele
vated in the elderly population, indcpendendy of the cliuica1
state (e.g. in dthei mAD popula.tion or the control grov.p
compared with younger individuals).This IDuta1:Î.on was
also frequent in 26 patients with vascular demenria
(9.26%, not shown). These finding suggest !bat this IDuta~

tian may he lînked more to healthy agiog or 'longevity' than
ta a specifie agingndisease. It is ciear that apoAN
(360:G1n:His) ~llele freq\lèn~ies are dîfferent between Eurn

oJ;Jean counrries wîth a gradient iuc:rr:asing from norlh
(4.9%) to south (10.5%) [5]. However, tb= data wcre col
lected from younger populations and did not addr8">s elderly
populations. The relevance of the potential implication of
the. apoAIV (360:Gln:His) allele in aging is beyond the
scope of this stl.ldy. This question c.an he addressed better
in n population which încludes older subjects..

11 is notewarthy that the 360 mutation of apoAN canfers

ApoA1V 360 aflelïc distrïbution accordlng \0 ~4·aJI8J8 presence belWeen AD and elderly control group

With 1 or 2. e4-ellele Wrthaut ~aJlele

Subjects AD patients ~ntrols AD patients contrais

Wcthout AIV-2.-àJleJe 48 20 48 63
WIth 1 or 2 AIV~2-aJlele 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 structural change [24] that may lend. it to be more hydro.
phobie, more efficient in LCAT activation and better linked
to lipoproteins. AU these functions. with others to be deter
mined. mllY proteçtfrom cardio and c~rcbrovascular dis
~ases. Our resl,llts suggest that a,!?oArv(36ü:His) could

. modulate aging-aS$ocÎatedfunctions andneeds to be inves
tigated in 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 ~lg

/ 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
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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
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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 ~-amyloid (51). It has been

proposed that apoJ complexed with aggregated ~-amyloid could be implicated in the

etiology of AD.
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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
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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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Abstract We measured the levels of two 13-amyloid (A13)-sequestering

proteins, apolipoprotein (Apo) E and transthyretin (TTR), in ventricular human

cerebrospinal fluid (CSF) of AD patients and controls in relation to brain histological

findings. We also studied actin levels in CSF as a marker of the biochemical role of these

two proteins in the cytoskeleton. We show that TTR levels in CSF were significantly

decreased in AD patients compared to controls and negatively correlated with the senile

plaques (SP) abundance. :Moreover, actin levels were positively Iinked to TTR levels and

increased in CSF samples of patients homozygous for the ApoE ë4-allele. We propose

that TTR and ApoE4 may have competition in the aggregation of A13 and it's deposition

in the SP of AD brain. The relationships between ApoE, TTR and actin could suggest a

metabolic implication of ApoE genetics and TTR levels in cytoskeletal biochemistry

which may be relevant to the pathogenesis of AD.

Key words: Transthyretin; Apolipoprotein E; Actin; Cerebrospinal fluid, Senile plaques,

Alzheimer's disease.

Abbreviations: 2D-PAGE, two dimensional polyacrylamide gel e1ectrophoresis; A13, 13 amyloid

peptide; AD, Alzheimer's disease; Apo, apolipoprotein; CNS, central nervous system; CSF,

cerebrospinal fluid; SP, senile plaques, TTR, transthyretin.
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1. Introduction

Amyloid 13 (AI3) is the major component of senile plaques found in Alzheimer's disease

brain. A 13 also exists in a soluble form in physiological fluids such as cerebrospinal fluid and

plasma as weIl as in the conditioned media of different cultured ceIllines [1-3]. The mechanism

by which A 13 forms amyloid fibrils is unknown. But emerging evidence suggests that amyloid

fibril formation is a critical step in the pathogenesis of AD. CSF contains several factors that

promote the solubility, transport and clearance of AI3, mainly two important proteins ApoE

and TTR.

ApoE has three common isoforms E2, E3 and E4 coded by aIle1es 82, 83 and 84. 84

aIle1e is over-represented in late-onset and sporadic AD; and its importance as a risk factor for

its development is now well-established [4-6]. TTR is a homotetrameric protein each subunit

of which has a molecular weight of 15 kDa. Within the CNS, tranthyretin is the only known

CSF protein synthesized solely by the choroid plexus [7]. In CSF, TTR is the principal

thyroxine-binding protein [8] which suggests its' possible implication in the active transport of

thyroid hormone from the blood stream into CSF [7]. Several pieces of evidence pointe to an

active role of ApoE and TTR in fibril formation in the brain. ApoE binds to l3-peptide with

high affinity in vitro [9], promotes AI3 fibrillogenesis in vitro and induces accumulation of the

l3-amyloid peptide in cultured vascular smooth muscle [10,11,12], while TTR inhibits and

prevents this fibril formation [12,13]. TTR in lumbar CSF was shown to be corre1ated

negative1y with the degree of dementia in patients with dementia of Alzheimer type [14].

Recently, we have shown that ApoE levels increased in lumbar CSF in cases with normal aging

and more extensively with AD [15,16] which is now confirmed by others [17,18]. We also

reported that TTR levels increased with aging but decreased with AD [19].

The aim of this work was to investigate how two AI3-amyloid sequestering proteins ApoE and

TTR may contribute to the balance of amyloid formation in Alzheimer's disease (AD). We

took into account senile plaque (SP) abundance in the brain of the same patients. We also

verified the potential action of these proteins in the cytoske1etal biochemistry by estimating for

the first time, actin levels in the CSF, the major component of the microfilament.

We studied these re1ationships because the intracellular organization of actin filament seemed

to be regulated by thyroxine, mainly transported by TTR in the CSF [20]. We hypothesized

that ApoE also may be involved in actin regulation via its avidity for this protein [21]. We



3

investigated the ApoE polymorphism effects on these protein leveIs In relation to brain

histological findings.

2. Materials and methods

2.1. Patients and samples

This study was perforrned with 30 patients. Twenty patients were confirrned by

neuropathology examination at autopsy to have AD without other complicating neurological or

neuropathological features (84.40 ± 1.79 years, 5 males and 15 females). Ten sex and age

matched controls (83.10 ± 3.49 years, 3 males and 7 females) were free of AD or with other

known neurological diseases (five with cerebrovascular disease without dementia, 3 multi

infarct dementia, two with degenerative disc disease). The NINCDS-ADRDA work group

histological criteria for the diagnosis of "definite Alzheimer's disease" were used. Autopsies

were perforrned within 24 hours in the nursing home of the HoteI Dieu Hospital in Mont Saint

Martin (France). Inforrned consent for brain autopsy had been obtained from the families of aIl

patients. The CSF sampIes were obtained following opening of the cranial cavity and

withdrawal of the CSF syringe. Brain sections including middle temporal gyrus, middle frontal

gyms, and inferior parietal lobule as weIl as hyppocampus CAl sections were obtained from aIl

patients. Samples were frozen in liquid nitrogen and stored until analyzed.

2.2. Histological analyses

Semiquantitative grading of senile plaques and neurofibrillary tangles in the tissue

section were perforrned by immunofluorescence using monoclonal antibodies : antihuman ~4

amyloid (DAKO, Glostrup, Denmark) and antihuman Tau1 (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Gerrnany) with FITC antimouse Ig (Institut Pasteur Productions, Marnes, France)

as a second-step reagent previously described [22].

For AD patients, immunofluorescence revealed many SP with homogeneous frequency in the

three neocortical regions. Control patients presented a few SP and threads. SP were classified

as follows: (+), sorne; (++), moderate; and (+++), abundant.
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2.3. Protein measurements

The measurement of CSF total protein was made using a dye-binding colorimetric

method based on pyrogallol red-molybdate complex (Biotrol, Paris, France) with a Cobas Mira

analyzer (Roche Diagnostics, Neuilly-sur-Seine, France). ApoE measurements in CSF were

performed by a Sandwich Enzyme-Linked lmmunosorbant Assay (ELISA) as described

elsewhere [16]. TTR was measured automatically using an ArrayTM protein system (Beckman,

Brea, CA, USA) as described by the manufacturer with anti-TTR antibody (Beckman

Instruments, Galway, Ireland). The coefficients of analytical variation are 4.9% and 3.7% for

inter-assay and intra-assay, respectively. Actin levels were estimated by quantitative study of

samples separated using the high-resolution, two dimensional polyacrylamide gel

electrophoresis (2D-PAGE) performed with the ISO-DALT system [23]. The staining of the 2

D gels was performed with a neutral method using silver nitrate [24] with sensitivity in the

nanogram range. Alternatively, proteins separated by 2D-PAGE were transferred to sheets of

nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Inc., Dassel, Germany). Primary antibodies to human

TTR and actin were obtained from Sigma Biochernicals. Alkaline phosphatase conjugated anti

goat and anti-mouse was used as a secondary antibody. The 2-D gels (1Sx16xO.l5 cm) were

digitized using an Agfa SOO® laser scanner with 1024 gray levels, an optical density range 0 to

3.2 and a spatial resolution of 250 llm. The image data were analyzed on a SUN workstation

by the HERMeS program [25]. Calibration and normalization for staining and detection

variation was done using the TTR content of samples measured by nephelometry. To avoid

variations which may be due mainly to the silver staining of actin between samples, we studied

actin and TTR values from the same gel. In this way, the standardization was essentially

internaI for each gel. Minor variations in load volumes, for instance, would not alter the results.

Values for CSF samples in this study were represented by averages oftwo or more replicates.

2.4. ApoE polymorphism study

First, PCR amplified sequences spanning the ApoE polymorphic sites was performed.

Then, ApoE genotyping was performed on DNA isolated from nuc1eated blood cells [26] and

digested with Hhai as described elsewhere [27]. When blood was not available, polymorphism

was studied by phenotyping ApoE in CSF samples using two-dimensional electrophoresis.
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2.6. Statistical analysis

AlI data were analyzed with the BMDP® statistical software (Los Angeles, CA). The

mean values were compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test. We used Spearman

rank test to evaluate the relationship between ApoE ,TTR and actin levels. P:::; 0.05 was

considered significant.

3. Results

The analysis showed no significant difference in 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 mean CSF levels ofTTR in patients with 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 correlated with those of albumin

(not shown).

A semiquantitative estimation of senile plaques showed a negative correlation

(P=0.035) between the SP abundance and the mean levels ofTTR in CSF of the same patients

(Fig. 2). The TTR levels were significantly higher in CSF of patients with a few SP compared

to those of patients with abundant SP (P<0.05). The correlation was lacking between ApoE

levels and SP abundance (P=0.74). We showed a positive correlation between ApoE ~A-al1ele

frequency and the SP abundance (P<0.05, by Khi2 test). Age did not affect the SP abundance

(P=0.77). We also investigated the effect of age on ApoE and TTR levels in CSF. Neither

ApoE nor TTR changed significantly with age (data not shown).

In the CSF, analysis of TTR and actin using 2D-PAGE (Fig. 3) showed 2 spots for

actin with molecular mass (MM) of about 43 kDa and different isoelectric points (pl) of 5.24

and 5.28 and 2 or 3 spots for TTR (MM = 14 kDa and pl 5.04-5.55). The spots of actin and

TTR were identified either by immunostaining of the 2-D blot or by comparison with published

maps. The correlation between actin spot intensities and those of TTR showed a positive

relationship for aIl patients inc1uding AD and controls (FO.54, P=0.0088, n=20, Fig. 4). The

correlation remained significant without the control patients (FO.60, P=0.019, n=14). While

that with the control group was not significant (F0.46, P=0.25, n=7), no difference was found

in the actin levels between AD and controls group (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 account the ApoE alleles effect relative to actin levels variability

(Fig. 5), we found an association with the s4-allele dose (P<0.05). The levels were: 1.01 ±

0.09 mg/l (±SEM) for no s4-allele carriers (n=6); 1.09 ± 0.21 mg/l for one s4-allele carriers

(n=7) and 1.92 mg/l ± 0.32 for two s4-allele carriers (n=9). Actin levels were not statistically

correlated with 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 investigating transthyretin and actin concentrations in ventricular

human cerebrospinal fluid of patients clinically and pathologically confirmed to have had

Alzheimer's disease. A few biochemical studies of Alzheimer's patients have involved the

analysis of CSF for transthyretin. Previous study showed a negative association of TTR with

degree of dementia in lumbar CSF of patients with Alzheimer's disease [14]. Now, we report a

negative correlation between TTR and one major hallmark in the AD brain, the senile plaques.

We also show that TTR levels in AD CSF were significantly lower compared to those of

patients suffering from other neurological diseases and we confirmed our recent findings in

lumbar CSF [19]. We note that ventricular TTR values in the present study are higher than the

lumbar ones [14,19] and this is due to the fact that in the ventricles, TTR in contrast to most

CSF proteins decrease from the ventricles to the lumbar space [7].

Meanwhile, we showed that the CSF levels mean of ApoE in AD patients did not differ

significantly from that in the neurological patients. The results of studies regarding lumbar CSF

ApoE in AD are apparently controversial [see 15]. However, the levels of ApoE seem to be

dependent on the clinical state, genetics and others factors; but it is likely to be linked to the

death and damage caused by disease or injury. Here, no specifie association of CSF ApoE

levels with the pathology of Alzheimer could be determined, probably because the control

group seemed to have had high levels of ApoE [15]. Singly, variation of ApoE levels in CSF

had no evident implication in AD.

The precise mechanism by which TTR may be involved in AD is unknown. Our

findings provide strong support for a role of TTR in Alzheimer's pathogenesis by sequestering

A~ and preventing fibril formation suggested by several in vitro assays [10,11,27]. The
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decreased CSF mean levels of TTR observed in patients with AD may reflect a decreased

synthesis of this protein by choroid plexus in the brain. This is probably linked to the alterations

in the structure of the latter which we have recently found with aging and more extensively

with Alzheimer's pathology [28]. However, we can not exclude an accelerated uptake ofTTR

from CSF via a specifie receptor [29].

Another side of TTR implication poorly investigated in AD may be at the levels of the

hormonal regulation and delivery. In CSF where TTR is the principal thyroxine-binding

protein, the TTR-thyroxine complex seems to have a distributive function, assuring availability

of thyroxine to cells through the CSF circulation [30]. For better estimating this role, we

studied the actin levels as potential target of the hormonal distributive action of TTR in the

brain cytoskeleton. Thyroxine was shown to regulate the actin polymerization in the

microfilament structure in astrocytes [20], e.g. the equilibrium between G-actin (soluble) and

F-actin (unsoluble) and consequently, the soluble form levels of actin in the extracellular fluid.

The positive correlation that we reported here between actin and TTR levels in the CSF and

the decrease of TTR levels with AD may have such biological relevance. Further investigations

are needed to confirm such as hypothesis.

The high levels of actin in CSF obtained with the ~A-allele carrier patients may be due

to the extensive damage in the braln cells of these patients in relation to the ~A-allele [3 1].

Interestingly, ApoE seems to have allele-dependant affinity to sorne cytoskeleton components

such as tau, MAP2 and actin [21], probably controlling the stability of the cytoskeleton and the

normal neuronal function. The fA-allele is thought to have a negative contribution to this

process. The correlation reported here between actin in CSF and ~A-allele may reflect one

cytoskeletal abnormality characterized by a destabilisation of the actin filaments, a process that

might be enhanced by the ApoE4 isoform. Alternatively, TTR and ApoE4 could have different

effects on actin regulation, indirectly by interacting with APP which was shown to be

associated with the cytoskeleton [32] and seems to be directly implicated in the actin

expression [33].

As a whole, TTR levels in CSF appear to be specifically decreased in AD and

negatively correlated with the senile plaques abundance. These results reinforce the designation

of TTR as a potential factor implicated in fibrillogenesis prevention and point to the utility of

TTR determination in CSF of AD. Actin in the CSF may serve as a marker of the brain
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cytoskeletal integrity and with a less extent of particular TTR and/or ApoE functions in the

brain.
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Fig. 1. Comparison of ApoE and TTR levels in CSF of AD patients and control

patients. Each value is the mean of triple assays. Bars represent the mean values.

Fig. 2. ApoE and TTR concentrations in CSF of AD patients as function of the SP

abundance in the brain of the sarne patients. SP ranged as follows: (+), sorne (n=7 patients);

(++), moderate (n=7); (+++), abundant (n=7). The frequency of 04 in each group is shown.

*P<0.05. Bars are SEM.

Fig. 3. High resolution 2D-PAGE of silver-stained human CSF proteins. Actin (pl:

5.24 and 5.28 ; MW : 43 kd) and TTR spots (pl: 5.55 and 5.3 ; MW: 14 kd) are indicated by

the arrows.

Fig. 4. Relationship between actin and TTR levels in CSF of patients with AD (14) and

with other neurological diseases (7). The levels are reflected by the total intensities of actin and

TTR proteins separated by 2D-PAGE, digitized using an Agfa 500® laser scanner and analyzed

by HERMeS image analysis software. Spearrnan correlation coefficient with aIl patients was r

= 0.54, P=0.0088. The closed circles and the open squares correspond to AD and the

neurological diseases groups, with r=0.60 (P= 0.019, n=14) and r= 0.46 (n=7, P=0.25),

respectively.

Fig. 5. Analysis of actin levels in CSF of aIl patients (14 with AD and 7 with other

neurological diseases) according to 04-allele dose of ApoE. Statistical differences between

allelic groups were calculated using Kruskal-Wallis test, *P<0.05. Bars are SEM.
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Summary

We studied the serum apolipoprotein AI (apoAI) concentration in 87 Alzheimer patients and

59 healthy, elderly controls. The apoAI levels were significantly decreased with Alzheimer's

disease (p<10-8
) as reported by others studies. The sensitivity of 1.50g/1 for apoAI was 72%

and the specificity was 68%. Interestingly, we found that these levels were highly correlated

with mini-mental score (MMS) (p<O.OOOl). This relationship remained significant after

correction for multiple testing. At the same time, we detected apoAI imunoreactivity in senile

plaques of Alzheimer's brain. These findings raise the question of the potential implication of

apoAI in the etiopathology of Alzheimer's disease and bring into prominence serum apoAI

concentration as a biochemical marker with great diagnostic values.

Key Words: Apolipoprotein A-I; Alzheimer's' disease; Senile plaques; Biochemical marker;

Mini-mental score.

Introduction

Apolipoprotein AI (apoAI) is one of the A~-binding proteins, which includes apoE, ApoJ,

tranthyretin and a-antichymotrypsin. A~ is supposed to be under equilibrium between aIl

these factors that are though to maintain the solubility of this peptide or to promote its'

deposit within the brain in sorne pathological conditions. In blood circulation, apoAI is the

major component of the HDL, where it may have several antiatherogenic functions including

reverse cholesterol transport, protection against thrombosis and antioxidative (see Rosenson

1996). Aiso in the cerebrospinal fluid, apoAI is localized in HDL-like particles (Pitas et al,



1987; Borghini et al, 1995). Recently, Harr et al (1995) reported an expression of apoAi in

the brain but showed no significant difference between Alzheimer's and control subjects.

Neither the levels were in the CSF (Song and al, 1997). However, in plasma, two studies

reported reduced apoAi concentrations in AD and dementia patients (Kuriyama et al, 1994;

Kawano et al, 1995) but these study comported limited number of patients. Here, we re

evaluated apoAI as extraneuronal biochemical marker of AD in larger number of patients

with insistence (focusing) on the severity of the disease estimated by the mini-mental score

(Folstein, 1975). These studies were paralleled by immunohistologicallocalization of apoAi

with other apolipoproteins in AD brain hallmarks.

Subject and Methods

The studied population included 120 patients (87 females, 32 males) with probable AD

established according to the criteria of the NINCDS-ADRDA work group and 119 supposed

healthy elderly (57 females, 57 males) tacking part in systematic health examination at the

Center for Preventive Medicine in Nancy-France.

Blood was collected by venipuncture after an overnight fasting. Total serum cholesterol,

triglycerides were measured in fresh serum using standard enzymatic methods (Merck,

Darmstadt, Germany), automated on AU5000 (Olympus, Tokyo, Japan). Serum apoAi and

apoB were determined by irnrnunonephelometry on Behring Nephelometer Analyzer, with

Behring reagents (Rueil-Malmaison, France), HDL-cholesterol was determined using reagents

from Boheringer Mannheim, Germany) on COBAS MIRA (Roche Diagnostics-System,

Neuilly-sur-Seine, France). DNA extraction was performed according to the method of Miller

et al, (1988) and apoE genotype was determined as described by Hixson and Vernier (1992).

Senile plaque and neurofibrillary tangle were detected in the tissue section obtained at

autopsy from three AD confinned patients died in a nursing home. Staining and

immunohistochemical studies were performed by immunofluorescence using monoclonal

antibodies: antihuman ~4 amyloid (DAKO, Glostrup, Denrnark), antihuman Tau1

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), three different monoclonal antibodies to

ApoA-I (obtained from Fruchart, Lille, France) with FITe anti-mouse Ig (Institut Pasteur



Productions, Marnes, France) as a second-step reagent previously described (Serot et al,

1994).

Results

Serum apoAI levels were significantly reduced (p<1O-8
) in AD patients compared to controls

(Table 1). The difference remained significant even when we took into account other

parameters like age, sex and albumin as covariant. A1bumin concentrations were tacking into

account as biochemical marker of health. ApoE polymorphism has no effect into the levels of

ApoA-I. Serum levels of triglycerides and apolipoprotein B did not differ significantly

between AD patients and controls (Table 1). But, as ApoAI levels those of HDL-C were also

significantly reduced in AD patients because of the high association between these two

parameters.

To study the utility of apoAI as diagnostic marker, we estimated specificity and sensitivity of

this biological parameter. With 1.50 gll of ApoAI as limit value (Table 2), sensitivity and

specificity were 72% and 68%, respectively (Table 2).

ApoAI concentrations were highly correlated (p<0.00001, Fig 1) with the mini-mental score

of patients (Foistein, 1975), independently of aIl the other parameters studied (age, sex

albumin, apoE genetics).

Immunohistochemical studies revealed staining of cortical A13 senile plaques with each of the

three monoclonal antibodies to ApoA-I (Fig. 2 ). We obtained similar staining in three AD

patients confirmed at autopsy. The same region were also verified by antibodies to apoE,

ApoB, and ApoAII (results not shown). The sections were strongly immunostained for only

apoE. Neither apoAII nor ApoB were detectable (not shown).

Discussion

Two previous studies reported decreased levels of plasma ApoAI (Kuriyama et al, 1994;

Kawano et al, 1995). Here we confinned these results with larger number of patients.

However, we shown for the first time that these levels are highly linked to the severity of the



Alzheimer disease reflected by the MMS. In the same time, we verified the presence of an

apoAI-immunoreactivity in 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

pathogenesis of AD.

There are at least two tracks to explain such roles in AD. Firstly, in the amyloigenesis

process since apoAI has been shown to bind AI) in vivo (Golabek et al, 1995) and to form

amyloid-like fibrils (Wisniewski et al, 1995). Secondly, in neuron maintenance because

apoAI is one of the exchangeable apolipoproteins which are implied actively in the

regeneration process of neuron cells while responding to stress or damage conditions (Boyles

et al, 1989 ). Altematively, apoAI was shown to complex some important proteins like apoJ

(Koudinov et al, 1994) and consequently may regulate its structure and function in AD,

especially in maintaining the solubility of AI) or transporting it in fluid or cross the blood

brain barrier .

The reason for serum levels of apoAI variation in AD is not clear. It is noteworthy that apoAI

half-life was shown to be shorter in animaIs with inflammation (Tape and Kisilevsky, 1990).

Interestingly, studies in the elderly have shown that high levels of serum apoAI were

associated with low total mortality and enhanced longevity (Campbell et al, 1993). We

suggest that apoAI could have a much more important role in AD than has previously been

suspected.

These results reinforce the designation of ApoAI as a potential factor implicated in

amyloigenesis and point to the utility of apoAI determination in the sera of clinically

diagnosed AD patients to increase the accuracy of diagnosis.

Because the identification of many compounds and drugs that may activate apoAI gene and

raise serum apoAI (see Luoma et al 1997), the relationship between the severity of AD and

the levels of serum apoAI may have important pharmacological ramifications.
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Table 1- Summary of data and measurements between patients and controls

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 Relationship between serum apoAI levels and the mini mental score

(Folstein et al, 1975). The correlation coefficient and the significance level

are shown.



Tableau 2- Screening results for AD and contraI subjects for limit apoAI value of 1.50g/1

Positif diagnostic *

Negative diagnostic

Total

* for apoAI value < 1.50 g/l

AD patients

63

24

87

ContraIs

19

40

59

Total

82

64

146



A

B

c

Fig. 2- Immunohistological stammg of senile plaques
with monoclonal antibodies; an anti-apoE (A) and two
different anti-apoAI (B et C). Yellow fluorescence is due
to lipofuscin.

A. MERCHED et 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'apolipoprotéine E (apoE) et la démence
sénile de type Alzheimer (OSTA) constitue sans nul doute
le fait marquant des 2 demières années, en ce qui concerne
la recherche fondamentale relative à cette affection.

L' apoE est une protéine polymorphe bien connue pour ses
propriétés de transporteur du cholestérol de ceJJule à cellule
et d'organe à organe. Elle pourrait, de plus, jouer un rôle
important dans la stabilisation du système neurofibri1Jaire
du cytosqueJette neuronal et interférer avec la formation
de la substance amylo'lde potentiellement toxique pour le
neurone. A ce titre, e1Je pouITait réguler la dégénérescence
neuronale. Nous présentons ici les principales hypothèses
impliquant les apoE dans la maladie d'Alzheimer.

flYPOTHESES ON THE IMPLICATION
OF APOLIpOpROTEINS IN ALZHEIMER'S DISEASE

The most promising disco very 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 chromosome 19 and is characterized by 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
cholesterol transport. Different studies have been performed,
giving major arguments in favor of an important l'ole of apoE
in the pathophysiology of AD. These include the discovery
of the relationship between the E4 allele and AD, the ability
of this protein to form complexes with beta amyloid protein
(Af3) in seniles plates, its presence in neurofibrillary tangles
and in vessels of AD patients. Another important finding is
the differential interaction between the different isoforms of
apoE and tau protein. Sorne of the hypotheses implicate the
l'ole of different apoE isoforms on the growth and extension
of neurones, perhaps by a receptor mediated pathway.

It has been suggested that apoE acts as a pathological
chaperone protein, or alternatively that it protects neurons
by regulation of the cel] membrane and modifying calcium
homeostasis.

It is c1ear that apoE genotype determination alone cannot
be used for diagnosis of AD. The presence of E4 allele is only
one of several risk factors for the deyelopment of the disease.
Other factors may also be implicated and are the subject of
ongoing research.
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LA MALADIE D'ALZHEIMER

On estime, en France métropolitaine, à environ 360 000
le nombre "êIe patients déments dont 270 000 atteints de
DSTA, 40 000 de démence vasculaire et 50 000 d'autres
types de démences. La DSTA affecte 5 à 10 p. 100 de la
population de plus de 65 ans et 150 000 nouveaux cas de
démence sont dénombrés par an dans cette tranche d'âge.
Environ 70 p. 100 des cas de OSTA sont sporadiques et à
début tardif alors que 30 p. 100 sont à début précoce, soit
familiaux, soit sporadiques.

La OSTA est une maladie neurodégénérative respon
sable de l'affaiblissement progressif de l'ensemble des
fonctions intellectuelles (mémoire, <.lttention, jugement,
capaci té de raisonnement) et des perturbations des
conduites qui en résultent. Elle se caractérise par trois
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non ordonnée sensible au clivage protéasique, contenant
le site d'attachement potentiel d'une chaîne glycanique en
position 194.

L'apoE est polymorphe. Le locus de l'apoE sur le
chromosome 19 (en position 19q 12) possède trois allèles
majeurs E2, d, E4 qui détinissent six génotypes: trois
homozygotes E2E2, dE3, E4E4 et trois hétérozygotes E2d,
E2E4, dE4, correspondant il six phénotypes protéiques E2E2,
dd, E4E4, E2d, E2E4, dE4 [2J.

L'isoforme E3, la plus répandue, présente une cystéine
en position 112 et une arginine en position 158; l'isoforme
E4 se différencie de E3 par la substitution de la cystéine en
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
complexité supplémentaire au polymorphisme de 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)

types d'anomalies anatomopathologiques prédominant dans
l'amygdale, l'hippocampe et la majorité du cortex cérébral:
- les dégénérescences neurotibrillaires (DNF), qui sont
des enchevêtrements neurofibrillaires intraneuronaux cons
titués de filaments en double hélice (<< paired helical
filaments» ou PHF), dont le principal constituant est la
protéine tau sous forme anormalement phosphorylée;
- les plaques séniles neuritiques extracellulaires (diffuses
ou fibrillaires);
- l' angiopathie amyloïde : dépôts vasculaires majoritaire
ment composés du peptide ~-amyloïde (A~) défini par sa
conformation repliée en feuillets ~. Ce peptide de 39 à 43
acides aminés est le produit du catabolisme d'un précurseur
protéique dénommé APP (amyJoid protein precursor).

L'APP, dont le gène est situé sur le chromosome 21, est
transcrit en six ARNm (acide ribonucléique messager) par
épissage alternatif. Les APP de 365 et 563 acides aminés
ne contiennent pas la séquence de l'A~ et ne sont donc
probablement pas en cause dans la pathogénie de la OSTA.
L'APP de 714 acides aminés n'est produit qu'à l'état de
trace. L'A~ est intégralement présente dans les trois autres
isoformes de l'APP (composés de 695, 751 et 770 acides
aminés). Il se situe dans leur partie transmembranaire à
99 acides aminés de leur extrémité C-terminale.

L'APP est dégradé selon deux procédés:
- il peut être protéolysé par une a-sécrétase au seIn
même de la séquence codant pour l' A~. Ce processus
est considéré comme non amyloïdogénique puisqu'aucun
des deux fragments ne contient l' A~. Le fragment d'APP
soluble est sécrété et la partie transmembranaire est
dégradée.
- il peut être protéolysé dans sa portion transmembranaire
sous l'etIet d' une ~-sécrétase et d'une -y-sécrétase. Cette
voie métabolique, principalement endolysosomiale, est
considérée comme amyloïdogénique puisqu'elle libère l' A~
intacte.

Toutes les cellules semblent synthétiser l'APP mais le
neurone constitue sa principale source de production. 11
peut être produit en grande quantité par les astrocytes en
cas de lésion neuronale.

LES APOLIPOPROTÉINES E [~ :_2__~_3__:_4 J
L'apoE est synthétisée par de nombreux tissus,

principalement le foie (90 p. 100), le cerveau (astrocytes
et oligodendrocytes), le système nerveux périphérique
(cellules de Schwann) et les macrophages, L'apoE est une
protéine de 299 acides aminés, d'un poids moléculaire de
34200 Da [1]. Sa partie NH2 tenninale (séquence 1 à 191),
de structure globulaire hydrosoluble, contient le site de
liaison au récepteur cellulaire apo BlE qui correspond au
récepteur des lipoprotéines de basse densité (LDL). Ce
site de liaison caractérisé par un enchaînement d'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
amphipathiques par computer modélisation, contient le site
de liaison avec les lipides des lipoprotéines. Entre ces deux
régions fonctionnelles, se situe une région de structure

FIG.!. (A) Le polymorphisme triallélique de l'apoE. La variation
moléculaire e6nceme les acides aminés 112 et 158 de la protéine. Les
codons correspondants sont représentés. (E) Le complément théorique des
trois isoformes dans un gradient de pH (technique d' isoélectrofocalisation).

FIC. 1. (A) Three-allele polYlllorphism of apoE. The moleclIlar variabilirv

concerns amino acids 112 and 158. The corresponding codons are

represented. (E) The theoretical complement of the three isoforms il1 a

pH gradient (isoelectr%calization).

LES APOE DANS LE MÉTABOLISME LIPIDIQUE

Les lipides sont transportés Jans le plasma sous formè
de lipoprotéines, complexes macromoléculaires constitués
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d'un noyau central lipidique entouré d'apolipoprotéines qui
participent à la formation, à la sécrétion, au transport vers
les tissus périphériques et au métabolisme hépatique de ces
lipides. L'apoE est l'un des composants des lipoprotéines
riches en triglycérides (chyjomicrons, lipoprotéines de très
faible densité (VLDL» et des lipoprotéines de haute densité
(HDL).

L'apoE est le ligand de ces lipoprotéines aux récepteurs
ceilulaires dont le récepteur des LDL localisé dans le
foie, le neuropile et sur les astrocytes (récepteur apoBIE),
le récepteur LRP (protéine proche des récepteurs LDL)
localisé sur le neurone et en petite quantité sur les
astrocytes, et le récepteur des VLDL et des chylomicrons.
L'isoforme E2, principalement associée fi la fraction HDL
des lipoprotéines plasmatiques, a une affinité réduite pour
les récepteurs apoBIE. Cette isoforme est associée à llne
cholestérolémie plus basse que l'isoforme E3. L'isoforme
E4, quant il elle, a une plus grande affi nité pour les VLDL et
pour les récepteurs apo BlE et s'associe à une augmentation
de la cholestérolémie. Elle expose nu risque de coronaro
parhie alors que l'isoforme E2 s'avère protectrice, excepté
dans les cas d'hyperlipidémie de 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'APOllPOPROTÉINE E
DANS LA MALADIE D'ALZHEIMER

De nombreuses études épidémiologiques et genetlques
ont établi un lien étroit entre le polymorphisme de l'apaE et
la DSTA et font jouer un rôle central il cette apolipaprotéine
dans la physiopathologie de la maladie.

L'équipe de Namba [5] en 1991 est la première à
montrer, par méthode immunohistochirnique, la présence de
l'apoE aux côtés de la protéine amylo'ide dans les plaques
séniles extracelIulaires, les vaisseaux sanguins cérébraux
et les DNF des patients atteints de DSTA. Des complexes
apoE-AI3 sont observés dans 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
présence d'apoE et du récepteur LRP dans les plaques
séniles des malades. Enfin, les niveaux de transcription de
/' ARNm de l'apoE dans le cerveau et en particulier dans
les astrocytes sont augmentés chez les malades [8, 9].

D'autres études indiquent que le rôle de l'apoE dans la
DSTA est lié à son polymorphisme. Les patients porteurs
de l'allèle E4 ont davantage de plaques amylo'ides et 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
forment plus rapidement et avec une affinité plus importante
que les complexes apoE3-AI3 [6].

L'équipe de Strittmatter montre Je lien entre le
polymorphisme de J'apoE et la protéine tau, composant
principal des DNF, qui est anormalement phosphorylée
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dans la DSTA : la protéine tau non phosphorylée se lie
davantage à 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 études épidémiologiques confortent Je rôle joué par
le polymorphisme de l'apoE dans la physiopathologie de
la DSTA. Roses el al. [61 sont les premiers il montrer
une association statistiquement significarive entre la DSTA
familiale et la présence de l'allèle E4. NOliS avons, peu
de temps après, obtenu des résultats superposables chez les
malades atteints de DSTA sporadique à début tardif (0,46 vs
0,12) [13, 14]. De nombreuses autres équipes dont celle
d'Amouye1 et al.;ont depuis confirmé cette association [15J.

La fréquence des différents allèles varie suivant les études
(variations géographiques et ethniques) et l'expression de la
maladie (familiale al! sporadique). La fréquence moyenne
de l'allèle E4 est de 0,37 (0,24-0.52) dans la DSTA
sporadique à début tardif contre 0,16 (0,12-0,2) chez les
témoins.

Le risque pour les porteurs de J'allèle E4 de développer
la DSTA est entre 3 et 15 fois plus élevé que celui des
non-porteurs selon les études. Dans notre population, nous
obtenons un odds ratio calculé de Il.82 [4J. Le risque
de SUrvenue de la DSTA augmente de 20 à 90 p. /00
suivant que l'on a 0, 1 ou 2 allèles E4. Soixante-cinq p. 100
des DSTA seraient attribuables il la présence de E4.
L'âge de débU( de DSTA des formes tardives décroît
proportionnellement au nombre d'allèles E4. A contrario,
J'allèle E2 diminuerait le risque de DSTA et retarderait
/'ilge d'apparition de la maladie [16,17]. L'effet protecteur
de E2 vis-à-vis de la DSTA pourrait expliquer en partie la
fréquence élevée de cet allèle chez les centenaires [18].

Bien avant ces données biologiques et épidémiologiques,
les études génétiques avaient établi le lien entre la région
chromosomique 19q13.2 [19] et la DSTA. Ce n'est que plus
récemment, après les travaux de Stritmatter, que J'étude des
marqueurs génétiques polymorphes de la région q13.2 du
chromosome 19 regroupant les gènes de l'apoE, le gène
D19s47, les gènes des apoCl, apoCII, apoC!' et apoCm
a indiqué que la localisation du variant fonctionnel se
limitait au locus de l'apoE [20J.

HYPOTHÈSES IMPLIQUANT
lES APOLIPOPROTÉINES E

Trois hypotHèses principales impliquent actuellement les
apolipoprotéines E dans la physiopathologie de la DSTA.

ApoIipoprotéine E et croissance neuronale

L'apoE a un rôle défini dans la réparation nerveuse
périphérique. En cas d'altération nerveuse périphérique, le
recrutement de macrophages produit de grandes quantités
d'apoE qui participent à la maintenance des membranes de
myéline en redistribuant les lipides de dégradation vers les
axones en régénérescence et vers les cellules de Schwann
responsables de la rernyélinisation par J'intermédiaire des
LDL-récepteurs [21 J.
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L'apoE a probablement un effet similaire sur la croissance
et la réparation du neurone. En r~lison d'affinités différentes
avec les lipoprotéines et les récepteurs et donc de
qualités de transport des lipides dans le système nerveux
central différentes, l'apoE3 provoquerait une croissance
neuritique (élongation et ramification) tandis que l'apoE4
l'inhiberait [22]. Par leur liaison aux protéoglycanes à
héparine sulfate ou en déplClçant les facteurs de croissance.
les isoformes pourretient aussi interClgir différemment avec
la matrice extracellulaire.

L'apoE est l'une des principales lipoprotéines du
liquide céphalorachidien [23] assurant une grande partie du
transport du cholestérol et des phospholipides. Son niveau
est augmenté dans de nombreuses maladies du système
nerveux central. dont la sclérose en plaques [23. 241.

ApoE et cascade de l'amyloïde

La deuxième hypothèse, appelée « cascade de l' amy
loide ". a été proposée en 1992 par Hardy et Higgins [25 J.
La DSTA résulterait d'une hyperproduction de peptide A(3
responsable de la formation de substance amyloïde, toxique
pour le neurone. Cette hyperproduction d' A(3 pOLmait être
secondaire à un excès de production d' APP; le modèle type
est la trisomie 21, dans laquelle les patients possèdent 3
copies du gène codant pour l'APP. Dans cette maladie, il y
a hyperproduction d'APP par effet gène-dose et apparition
d'une DSTA à début précoce.

La DSTA pourrait aussi être secondaire à un défaut de
maturation de l'APP. La DSTA à début précoce et familiale
est liée au chromosome 14q24.3, probablement impliqué
dans le processing de l'APP, les gènes candidats sont des
inhibiteurs de protéases, la cathepsine D(l4qll), c-Fos
ou une protéine du choc thermique (HSPA2) fonctionnant
comme un chaperon positif. Il a été décrit des familles
suédoise et hollandaise dont les membres ont une DSTA
précoce par mutation ponctuelle du gène de l'APP. Les
cellules de neuroblastome transfectées par une forme d' APP
qui présente la mutation « suédoise » expriment 6 à 8 fois
plus de protéine A(3 que les cellules transfectées par 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 (comprenant les astrocytes) sous
l'effet des lésions neuronales physiologiques accompagnant
l'avancée en âge, produirait davantage d'apoE par
activmion de protéines kinases C. Les cellules microgliales,
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] directement ou par l'intermédiaire de
glycosaminoglycanes. La production et la fixation à la
microglie d'apoE4 pourraient faciliter la concentration et
le dépôt de A(3 sur et autour de la microglie, formant
ainsi le noyau des plaques amyloïdes (transformation des
plaques séniles ditfuses en plaques séniles tibrillaires
et insolubles), transformant les monomères de A(3
en aggrégats insolubles. En effet, la formation de
substance amyloïde semble dépendante d'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
apoE4 la favoriser. L'apoE pourrait ainsi être une molécule
chaperone pathologique [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
entraîneraient une hyperphosphorylation de la protéine tau
avec formation de PHF, conduisant à une dépolymérisation
des microtubules. une altération du transport a.'\onal,
une déconnection des synapses. une ('epousse anarchique
avec dégénérescence du neurone et une gl iose acti ve
qui entretiendrait le cercle vicieux par augmentation de
sécrétion d'apoE par les astrocytes [28 J. Cette hypothèse
est d'autant plus plausible que l'indométacine (Clnti
inAammatoire non stéroïdien inhibiteur 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 antagonistes de l'interleukine 1f3
poulTaient avoir la même action inhibitrice de la
prolifération gliale.

L'hypothèse de Hardy et Higgins [251 est cOiltro\·ersée.
L'apoE pourrait être impliquée dans la clairance de la
substance amyloide physiologiquement produite. 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
membranes des neurones endommagés. D'autre part. Af3
pourrait être éliminée du neuropiJe par les neurones et
les as trocytes par l'intermédiaire de la liaison apoE
LRP. L'apoE4 pourrait être moins neuroprotectrice que
l'apoE2 en raison d'une durée de vie plus courte. La
plus grande affinité de l' apoE4 pour A(3 pourrait la
soustraire de ses mécanismes de 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 superposable à l'augmentation
de tubuline 1 impliquée dans les mécanismes de repousse
neuronale [31]: les lésions du cortex entorhinal, qui
entraînent Cne dégénérescence de la voie perforante allant
du cortex entorhinal à l'hippocampe par destruction des
cellules pyramidales CA 1, entraîneraient, par activation
des astrocytes, une hyperproduction d'apoE favorisant
la repousse des cellules pyramidales hippocampiques
glutamatergiques et des cellules cholinergiques du septum.
Il semble, enfin, que l'apoE puisse aussi moduler la
neurotoxicité de A(3 par les taux de cholestérol cellulaires,
membranaires en particulier. qui, comme les facteurs de
croissance, semblent agir sur la fonction neuronale en
modulant l'homéostasie calcique. 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
modifications de structure des membranes neuronales dans
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la DSTA et l'augmentation de neurotoxicité de A(3 dans les
zones pauvres en cholestérol telles que la substance grise
corticale [30J. Cette hypothèse est démentie par Sparks
et al. [31] qui observent, chez des animaux nourris avec une
grande quantité de cholestérol (2 p. 100), une accumulation
de A(3 dans les cellules cérébrales, sans induire pour autant
d'altération du cytosquelette, indiquant que le cholestérol,
pourrait avoir une action directe sur [e métabolisme de
['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'assemblage et l'intégrité des
microtubules sont inhibés par la phosphorylation de tau,
peut-are par défaut de liaison de la protéine tau normale à
la tubuline clans les microtubules. Les neurones présentant
ces dégénérescences neurofibrillaires de n[aments en double
hélice, perdent [' assemblage microtubulaire de leur cytosol
et dégénèrent.

L'apoE est un des constituants des 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 phosphory lée. L ïsoforme E3 pourrait être
un cofacteur bénéfique ou un agent séquestrant de la
protéine tau en la protégeant de la phosphorylation,
ce qui lui permettrait de conserver son action sur les
microtubules [32]. Ce rôle protecteur de l'apoE nécessite
sa présence dans le neurone. Des études de détection
immunohistochimiques récentes démontrent sa présence
dans les neurones chez l'homme [32]. Les voies d'entrée
dans le neurone, bien que mal connues, semblent de
nature endosomale, médiées probablement par les VLDL
récepteurs ou les LRP [33, 34]. La démonstration récente
par une équipe allemande de l'existence d'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 détermination du génotype de
[' apoE (la découverte de l'allèle E4) dans le diagnostic de
la DSTA est d'environ 60 p. 100 avec une spécificité de
80 p. 100. La faible sensibilité du test est due 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
chez un patient non porteur de E4 de ne pas avoir la DSTA)
est de 0,95 pour les patients de moins de 75 ans et de 0,69
pour les patients de plus de 85 ans. La valeur prédictive
positive augmente avec 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 augmentation de
la prévalence de la maladie.

La détermination du génotype qui POUITa, peut-être. être
utile pour sous-grouper les patients en termes de réponse
au traitement ou cie progression de la maladie ne peut en
aucun cas permettre le cliagnostic de DSTA. Il n'apparaît
pas souhaitable d'estimer le risque d'une personne
asymptomatique cie développer une DSTA (l'al[èle E4 est un
facteur de risque alors que ['allèle E2 protège de [a maladie)
en l'absence de traitement curatif, d'autant que ['al[èle E"'1.
contrairement à l'allèle E2. semble s' accompagner d'une
diminution de ['espérance de 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.
probablement un rôle régulateur.

L'intérêt des hypothèses énumérées tient dans leurs
applications thérapeutiques actuellement en 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
kinases A et C. de TGF(3 (facteur de croissance tumorale
bêta), par la dexaméthasone, le M-CSF, l'AMPc (acide
adénosine monophosphorique cyclique) ... Les agents tels
que LPS, endotoxine, intert-éron 'Y et GM-CSF (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor) conduisent à une
diminution de synthèse de l'apoE.

Si l'allèle E4 est un facteur de risque pour la DSTA,
ce qui semble maintenant clairement démontré, les pays
où la fréquence de E4 est particulièrement élevée (en
particulier les pays en voie de développement) risquent
d'être confrontés à un problème majeur de santé publique
si ]' espérance de vie de leurs populations s'accroît. En effet,
il existe des différences importantes de fréquence relative
des a[lèles E4, d, E2 entre groupes ethniques. L'allèle E4
est peu fréquent chez les Asiatiques alors que sa fréquence
est très élevée chez les Africains noirs, en particulier les
Bushmen (fr~quence de E4/E4 3 il 5 fois plus élevée que
chez les Cûucasiens).

Bien que la recherche concernant ]' apoE permette de
mieux comprendre la physiologie si complexe de la maladie
d'Alzheimer et 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 présence n'est ni
nécessaire, ni suffisante au développement de la DSTA et
que l'apoE, qui n'est pas indispensable à la régénérescence
neuronale [3], pourrait être remplacée, quand elle est
déficiente, par d'autres apolipoprotéines (apoD, J ou AIV
par exemple) qui devront, elles aussi, être étudiées dans
la DSTA.
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RÉSUMÉ

La grande star actuelle de la recherche sur la démence
sénile de type Alzheimer (DSTA) est, sans aucun
doute, l'apolipoprotéine E (apoE), Le locus de l'apoE
situé sur le chromosome 19 (19q 12) possède trois
allèles majeurs E2. d, E4 qui composent 6 génotypes
et 6 phénotypes protéiques. L'apoE est bien connue
pour ses propriétés de transporteur du cholestérol de
cellule à cellule et d'organe à organe, La découverte
récente de la fréquence élevée de l'allèle E4 chez les
patients atteints de DSTA, la liaison entre DSTA et
le gène de l'apoE sur le bras long du chromosome
19 ainsi que la présence de l'apoE aux côtés de la
protéine bêta amyloïde (AI3) dans les plaques séniles. les
dégénérescences neuro-fibrillaires (DNF) et les vaisseaux
des sujets atteints de DSTA sont autant d'arguments
en faveur du rôle de l'apoE dans la physiopathologie
de la maladie, Différentes hypothèses ont été avancées;
certaines impliquent l'action différentielle des isofonnes
sur la croissance et la réparation neuronale, sur la
formation de complexes avec AI3 ou sur la clairance
de AI3, L'apoE serait ainsi, pour cerlains. une chaperone
pathologique, pour d'autres, elle protégerait le neurone
d'AI3, Une autre hypothèse met en jeu l'interaction entre
l'apoE et la protéine tau, constituant principal des DNF,
sous forme hyperphosphorylée. L'apoE3, contrairement
à l'apoE4, pourrait séquestrer la protéine tau, empêcher
sa phosphorylation et lui permettre de conserver son
action de stabilisateur des microtubules neuronaux, Quoi
qu'il en soit, la détermination du génotype de l'apoE
ne peut, en aucune façon, pennettre à elle seule le
diagnostic de la maladie, L'allèle E4 constitue un facteur
de risque indéniable mais sa présence n'est ni nécessaire,
ni suffisante au développement de la DSTA. De nombreux
autres facteurs ont probablement eux aussi un rôle
modulateur.
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Apolipoprotein E R136C. A rare variant of
human apolipoprotein E discovered during
the STANISLAS Cohort Study

K. Bohnet, A. Schlenck, A. Merched, G. Siest, S. Yisvikis

Laboratoire du Centre de Médecine Préventive, URA CNRS 597, 2, avenue du
Doyen Jacques-Parisot, 54501 Vandœuvre-lès-Nancy Cedex, Fronce

INTRODUCTION

Apolipoprotein E (apoE) is a 299 amino acid glycoprotein of 34.2 kDa, wruch plays an important
physiological role by mediating the interaction of lipoproteins with cellular receptors. It is therefore a key
protein in the metabolism of cholesterol and triglycerides [1]. ApoE is a polymorphic protein which
exists in humans as three common isofonns (E2, E3, E4), encoded by three alleles, called 82, <:3 and <:4.
At the protein level, the polymorphism corresponds to the presence of arginine (codon CGC) or cysteine
(codon TGC) in positions 112 and 158 [2]. In addition to the three common isoforms, at least 30 rare mu
tations have been described [3]. The common isoforms can be identified either on the protein level on the
basis of their global charge (phenotyping) or on the gene level by direct detection of the nucleotide sub
stitution (genotyping). We report the identification ofa rare apoE variant R136C [4], which was detected
during a large scale apoE genotyping of the STANISLAS cohort, a cohort of 1006 Caucasian families.

METHODS

Subjects, blood samples and biochemical procedures
The family of the two probands (Father, Mother, Daughter and Son) came to the Centre for Preventive
Medicine, (Nancy, France) for a routine health screening and participation in a large population-based
preventive medicine family study ("STANISLAS Cohort Study"). Blood was collected after an overnight
fast, either in EDTA Vacutainers~ or in tubes for serum separation. Buffy coat was separated by cen
trifugation (1000g, 10 min, mom temperature) and frozen in liquid nitrogen until extraction of DNA.
DNA extraction was perfonned according to the method of Miller et al. [5]. Total serum cholesterol,
HDL-cholesterol, and triglycerides were measured using standard enzyrnatic methods (Merck,
Darmstadt, Gerrnany), automatized on AU5000 (Olympus, Japan). Serum apoAI, apoB and Lp(a) were
deterrnined by immunonephelometry on Behring Nephelometer Analyzer, with Behring reagents (Rueil
Malmaison, France), serum apoE was deterrnined by turbidirnetry using reagents from Daiichi (Japan)
automatized on COBAS MIRA.

Apolipoprotein E genotyping, phenotyping and DNA sequencing
ApoE restriction isotyping was performed by PCR amplification and subsequent digestion with restric
tion enzyme HhaI as described by Hixson et al. [6]. The restriction fragments were visualised on con
ventional polyacrylarnide slab gel and analysed by laser induced fluorescence linked capillary gel elec
trophoresis detection using P/ACE"'5100 and LiFluor'"dsDNA IOOOkit Beckman Instruments (Fullerton,
CA, USA) as described by Schlenck et al. [7]. Two dirnensional electrophoresis was performed as de-
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scribed by Visvikis el al. (8]. DNA sequencing was perfonned by GENOME EXPRESS, Grenoble using
Applied Biosystems A373 Automated Sequencer.

RESULTS

Anthropometrie and biochemieaI determinations
The mutation was present in two related subjects of a nuclear farnily, Father and Son. For Mother,
Daughter and Son, aIl biochemical values were within the reference values considered to be nonnal for
the corresponding sex and age group (9]. The Father had an elevated serum concentration of triglycerides
(2.57 rnrnol/l) and a slightly elevated serum concentration of cholesterol (7.17 mmol/l). For apoE serum
levels, no acceptable reference values have yet been published, so we compared the values of the farnily
members to mean values of individuals of the STANISLAS cohort belonging to the sarne sex and age
group. ApoE serum concentration of the Father was elevated as compared to the mean concentration of
the corresponding group (82.2 mg/1 vs. 50.7 ± 16.1 mg/1 (n = 392]), apoE concentration of the Son was
slightly elevated (57.2 mg/I vs. 47.1 ± 1l.0 mg/l (n = 282]).

Restriction isotyping and DNA sequencing
HhaI isotyping of the members of the family revealed an unusual restriction profile for the Fatller and the
Son, which was consistent with the presence of a E3 aIlele associated with an unusual larger fragment.
The restriction fragments of Father and Son were analysed by laser induced fluorescence detection linked
capiIlary gel electrophoresis (7] (Figure l, only the sarnple of the Father is shown). Fragments a-f
correspond to the fragments yielded by the digestion ofallele E3 having the lengths a: 16 bp, b:17/18 bp,
c:33 bp, d:38 bp, e:48 bp and f:91 bp. The length of the unusual fragment g was calculated to be - III bp
(migration time 16.79; Fig. 2). Direct DNA sequencing revealed a point mutation at codon 136; the nor
mal CGC sequence was ,changed to TGC which results indeed in the disappearance of a fhal cutting site
and the generation of a fragment of 109 bp. This variant has been previously describ1 as apoE R136C
(4].
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Figure 1 : Detection of the HhaI restriction fragments
of the Father (solid line) by laser induced fluo
rescence detection linked capil1ary gel electropho
resis, in co-injection with the molecular weight
marker HaeIII restriction digest of PhiXI74 (dotted
line).

Figure 2 : Calibration curve derived from the injec
tion of the molecular weight marker HaeIII restriction
digest ofPhiXI 74.
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Two dimension al electrophoresis
The DNA sequence change leads to an aminoacid substitution Arg136 -? Cys, which adds a negative
charge to the protein and gives it the same global charge as apoE2. As shown in Figure 3, the migration
patterns of Father and Son resemble indeed the migration pattern of E31E2, the migration patterns of
mother and daughter correspond to an E3fE3 phenotype.

Figure 3 : Two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis of the serum samples of the family.
(A) Father, (B) Son, (C) Mother, (D) Daughter.
The positions of apoE3 (3) and apoE R136C (?) are
indicated.

DISCUSSION

We identified the apoE variant RI36C at the heterozygous status in Iwo related subjects of the
STANISLAS cohort. This variant has been detected by genotyping using molecular biology techniques
that enabled the detection of the point mutation at the gene level. Phenotyping would not have been
sufficient to detect apoE R136C, the global charge of it being equal to that of apoE2: apoE isoforrn E2
has a cysteine at position 112, a cysteine at position 158 and an arginine at position 136. ApoE R136C
has a cysteine at position 112, an arginine at position 158 and a cysteine at position 136.

Three apoE mutations, including R136C, affecting amino acid 136 are known today. ApoE R136C has
been detected, in the heterozygous state with the E2 aile le, in a patient with type ID hyperlipidaemia
(HLP llI). The variant has been reported to contribute to the inheritance of HLP ID in a recessive fashion
and it has been speculated that this contribution might be due to the defective receptor binding ofR136C
[4). ApoE2-Christchurch (Arg136 -? Ser) is a variant of the El ailele, known to be associated with type
ID hyperlipoproteinaemia [10). ApoE3' (Arg136 -? His), a variant of the e3 ailele has been reported to be
associated with mild dyslipidaemia and double pre-13 very JOw density lipoproteins when inherited in
combination with an 83 or an 84 allele. This variant has a slîghtly defective receptor binding, about 80%
ofapoE3 [11).

In conclusion, apoE R136C does not cause severe metabolic abnorrnalities when inherited in combination
with a functional E3 aile le. The transcription and translation of the E3 allele may provide enough func-
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tional apoE to clear lipoprotein particles and thus be able to compensate for functional defects of the
variant. The adult individual carrying the mutated gene displays miId disturbance ofhis lipid metabolism,
his lipid profile resembles a moderate type III profile. The fact that no metabolic abnormalities
whàtsoever can be detected for the son might be due to his age. It has been observed that type III hyper
lipoproteinaemia is aimost exclusively a disease of adult life [12].
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LES APOLIPOPROTEINES D ET E
DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

DES PATIENTS ALZHEIMERIENS
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G. SIEST,R.NŒLf{E,E.RASSPURT

I-RESUME

Afin d'étudier la fonction des apolipoprotéines (apo) D et E dans la maladie d'Alzheimer (MA),

nous avons déterminé leur quantité dans l'hippocampe ainsi que dans le liquide céphalo-rachidien

(LCR) des patients atteints de la MA et d'autres patients ayant ou non des atteintes neurologiques

diiférentes. Nos résultats montrent que dans l'hippocampe, la quantité de l'apoD, contrairement à

celle de l'apoE, est significativement plus élevée chez les patients ayant la MA par rapport aux

patients contrôles. Dans le LCR, la concentration des deux protéines augmente mais de façon plus

substantielle pour l'apoD aussi bien chez les patients ayant la MA que chez ceux souffrant d'autres

pathologies neurologiques par rapport aux individus exempt de toute maladie neurologique. De

plus, dans le LCR des patients alzheimériens, la concentration de l'apoD contrairement à celle de

l'apoE, augmente de manière proportionnelle au nombre d'allèle E4 de l'apoE, le facteur de risque

majeur de la MA. Ces résultats montrent l'importance des apoD et E dans les maladies

neurodégénératives telle que la MA. La relation entre la concentration d'apoD et l'allèle E4 souligne

une nouvelle interaction ou régulation métabolique potentielle par laquelle l'allèle E4 pourrait

moduler ou expliquer la susceptibilité accrue des porteurs de cet allèle à la MA.

ll- INTRODUCTION

L' apolipoprotéine (apoE) est une protéine polymorphe qui possède trois allèles majeurs 82, d, E4.

Le rôle de l'apoE dans le métabolisme lipidique est bien établi. Elle est l'un des composants des

lipoprotéines riches en triglycérides dans la circulation, assurant la liaison de ces lipoprotéines aux

récepteurs cellulaires (Mahley, 1988). Dans la maladie d'Alzheimer il est clairement démontré que

la présence de l'allèle E4 augmente le risque de développer la MA et diminue l'âge de survenue de

la maladie (voir revue Siest et al, 1995). Toutefois, les mécanismes précis expliquant l'implication



de l'apoE dans la MA ne sont pas encore démontrés. Tandis que certaines études postulent un rôle

de l'apoE dans la clairance du peptide amyloïde (Strittmatter et coll, 1993), d'autres suggèrent un

rôle dans la protection contre la phosphorylation excessive de la protéine tau (Strittmatter et al,

1994), et dans la plasticité neuronale (Poirier et coll, 1993). Les deux apolipoprotéines D et E sont

exprimées dans de nombreux tissus notamment le système nerveux central (SNC). Leur synthèse est

largement induite au cours de la régénération des nerfs périphériques et suggère des fonctions

importantes dans la régénération neuronale du SNC au cours des maladies neurodégénératives tel

que la MA. En effet, par comparaison à l'apoE, les fonctions physiologiques de l'apoD sont encore

peu élucidées. Cette dernière appartient à la famille des lipocalines ayant la caractéristique de

transporter des petites molécules hydrophobes dont la nature reste peu connue pour l'apoD.

Afin d'évaluer la possible synergie des deux apolipoprotéines D et E dans le SNC au cours du

vieillissement neuropathologique, nous avons étudié leur niveau dans l'hippocampe ainsi que dans

le liquide céphalo-rachidien (LCR) de patients atteints de la MA et d'autres patients (ayant ou non

des pathologies neurologiques diverses). Nous avons rapporté les variations des ces deux protéines

en relation avec le polymorphisme de l'apoE, l'âge, le sexe et le statut mental des patients (le

MMS).

ill- SUJETS ET METHODES

Les concentrations d'apoD et E ont été mesurées dans le LCR de 41 patients ayant une MA

probable établie selon les critères NINCDS-ADRA, Il sujets exempts de toute maladie

neuropsychiatrique et 29 patients présentant d'autres pathologies neurologiques ou inflammatoires.

Les échantillons de LCR ont été obtenus par ponction lombaire, recueillis dans les unités

hospitalières de neurologie ou de gériatrie de la région de Nancy et stockés dans l'azote liquide

jusqu'à l'analyse. Les tissus des hippocampes proviennent de 72 cas confirmés de MA et 35 sujets

contrôles obtenus de l'hôpital Douglas (Verdun, QC, Canada). Dans le LCR, l'apoD a été mesurée

à l'aide d'une technique radioimmunométrique (Camato et al, 1989) et l'apoE à l'aide d'une

technique ELISA (Merched et al, 1997). L'immunoréactivité des deux protéines dans les

homogénats hippocampaux: a été évaluée après migration électrophorétique, électrotransfert et

imunodétection classiques à l'aide d'anticorps monoclonaux anti-apoD (2B9) et anti-apoE (3Hl)

dont les caractéristiques ont été décrites antérieurement (Camato et al, 1989; Weisgraber et al,

1986).



IV- RESULTATS ET DISCUSSION

Les apo D et E ont été détectées dans tous les homogénats d'hippocampe et la plupart des

échantillons de LCR. La quantité de l'apoD est significativement supérieure (p<O.OOS) dans les

hippocampes des patients atteints de la MA par rapport aux sujets contrôles (Fig 1 et 2A). Dans le

LCR, elle est de 3 à 4 fois supérieure (p<O.OOOI) chez les patients avec la MA (4.23 ± 1.S8 mg/l)

par rapport à celle chez les sujets contrôles (LIS ± 0.71 mg/l)), mais elle était également élevée

chez les patients ayant d'autres pathologies neurologiques (3.29 ± 1.3S mg/l, p<O.OOOI) (Fig 2B).

De même, une augmentation de la concentration de l'apoE, bien que moins marquée que celle de

l'apoD, a été observée chez les patients MA, et les patients « neurologiques» (p<O.OOI et p<O.OS,

respectivement). Par contre, les niveaux hippocampaux d'apoE diminuent dans la MA (Bertrand et

al, 1995).

L'augmentation in vivo des deux apolipoprotéines avec la MA et les autres maladies inflammatoires

et neurodégénératives corrobore les précédentes études cellulaires rapportant une augmentation

importante de leur synthèse suite à des lésions expérimentales (Boyles et al 1990). Une implication

dans la remobilisation et la réutilisation du cholestérol a été proposée pour l'apoE (Poirier et al,

1993). Des fonctions similaires peuvent être proposées ici. L'apoD pourrait jouer un rôle accessoire

dans la redistribution des lipides, par exemple via la stabilisation de la lécithine cholestérol acyl

transférase LCAT (Steyer and Kostner, 1987). Etant donné son appartenance à la famille des

lipocalines, elle pourrait assurer le transport de ligand(s) hydophobe(s) essentiel(s) dans les

situations patholgiques ou alternativement l'élimination de substance(s) neurotoxique(s).

Quant aux effets de l'allèle s4, nous avons montré des variations significatives de la concentration

de l'apoD dans le LCR des patients en relation avec cet allèle (Fig 3). L'allèle s4 est corrélé de

manière dose-dépendante à une augmentation de la concentration en apoD (Fig 3C). La

concentration était significativement supérieure chez les patients homozygotes s41 s4 (S.8 ± 0.73

mg/l) par rapport à celle des patients hétérozygotes dl s4 (4.78 ± 0.6), elle-même supérieure à celle

des patients de génotypes dl s3 (3.0S ± 0.19).

Nous n'avons trouvé aucune correlation entre la concentration de l'apoE et la dose de l'allèle s4

(Fig 3D), ni entre les concentrations des deux apolipoprotéines dans l'hippocampe et le nombre



d'allèle 84 (Fig 3A et 3B). L'âge et le sexe n'affectent pas la concentration des apoD et E ni dans le

LCR des patients atteints de la MA ni chez les contrôles. Les concentrations des apoD et E ne sont

pas liées au score MMS et ne semblent pas varier avec la sévérité de la MA.

L'augmentation dose-dépendante de l'apoD dans le LCR avec l'allèle 84 pourrait refléter une

certaine interaction ou régulation spécifique. Les niveaux d'apoD dans l'hippocampe n'étant pas

affectée par le polymorphisme de l'apoE, l'interaction entre les deux marqueurs serait

probablement de nature métabolique. En effet, les apo D et E font partie d'au moins une population

de lipoprotéines dans le LCR (Borghini et al, 1995) qui pourrait être régulée par un tum-over

différent suivant la nature de l'isoforme de l'apoE. L'absence de correlation entre l'apoE et la dose

de l'allèle 84 pourrait être due à l'appartenance de l'apoE à plus qu'une population de lipoprotéines

de régulation différente (Borghini et al, 1995).

v- CONCLUSION

L'augmentation des apoD et E semble être liée aux caractères communs de la MA et des autres

pathologies neurologiques et inflammatoires, probablement en réaction aux dommages subis par les

neurones. Ces résultats sont en faveur d'un rôle de coordination des deux protéines dans la

réparation et la régénération neuronale. La corrélation positive entre la concentration de l' apoD

dans le LCR et la dose d'allèle 84 souligne une interaction entre les deux protéines, qui pourrait être

pertinente dans la physiopathologie de la MA.
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Fig. 1. Immunodetection des ApoD et E dans les extraits des hippocampes des patients atteints de

la maladie d'Alzheimer (A) et des sujets contrôles (C) .

Fig 2. Variation de la concentration des ApoD et E dans les hippocampes (A) et les LeR (B)

des patients atteints de la maladie d'Alzheimer (MA), des sujets contrôles et des patients

atteints d'autres pathologies neurologiques que la MA (AP). Les bars représentent les

moyennes ± SEM. * p<O.OS, ** : p<O.OI, *** : p<O.OOS, ****p<O.OOI .

Fig. 3. Variation de la concentration des ApoD et E dans les extraits hippocampaux (A et B) et les

LCR (C et D) des patients en fonction du nombre d'allèle s4. * p<O.OS, ** : p<O.OI, *** : p<O.OOS,

****p<O.OOI .
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GENETIQUE DE L'APOLIPOPROTEINE E ET ASSOCIATION AVEC LA

TRANSTHYRETINE, L'APOLIPOPROTEINE D ET L'ACTINE

DANS LA MALADIE D'ALZHEIMER

A. MERCHED, S. VISVIKIS, l-M. SEROT, L. TERRISSE, E. RASSART, G. SIEST

1- RESUME

L'allèle E4 de l'apolipolipoprotéine E (apoE) est le facteur de risque génétique le plus

important de la maladie d'Alzheimer (MA). Des implications spécifiques ont été proposées de

l'apoE4 dans la genèse des plaques séniles et des lésions neurofibrillaires en dehors de la

remobilisation du cholestérol et la réparation des neurones. Afin de mieux comprendre les trois

fonctions différentes de l'apoE4, nous avons étudié dans le liquide céphalorachidien (LCR), trois

facteurs pouvant être impliqués dans l'amyloïdogenèse, la réparation neuronale et l'intégrité du

cytosquelette qui sont respectivement, la transthyrétine (TTR), l'apoD et l'actine. Nous avons suivi

les variations pathologiques de ces trois protéines simultanément à celles de l'apoE dans le LCR

des patients atteints de la MA et des contrôles. Nos résultats montrent une augmentation de le

concentration d'apoD et E mais une diminution de celle de la TTR en liaison avec la MA. Quant

aux effets de l'allèle E4, nous avons constaté des relations dose-dépendantes avec l'augmentation de

la concentration de l'apoD, de celle de l'actine et du nombre des plaques séniles. Par ailleurs, la

concentration de TTR diminue en relation avec l'abondance des plaques séniles. L'ensemble de nos

résultats montrent que l'apoE4 pourrait être impliquée dans une ou plusieurs voies de métabolisme

mettant en jeu l'apoD, la TTR et l'actine dans un processus physiopathologique spécifique de la

MA.
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ll- INTRODUCTION

Le locus du gène de l'apoE code pour 3 allèles communs (E2, E3 et 1>4) qui diffèrent les uns

des autres par une substitution d'un ou deux acide(s) aminées). Dans le système nerveux central

l'apoE est synthétisée principalement par les astrocytes (Pitas et al., 1987). Certains travaux

originaux ont montré l'importance de l'apoE dans la croissance, la régénération neuronale et la

synaptogénèse (Mahley, 1988, Boyles et al., 1990; Poirier et al., 1994). Ces données sont en faveur

d'une implication de l'apoE dans le métabolisme lipidique et l'homéostasie du cholestérol dans le

cerveau. Les mécanismes précis pouvant impliquer les dysfonctions de l' apoE dans la MA ne sont

pas encore définis. Tandis que certaines études postulent pour un rôle de l'apoE dans la clairance

de l'amyloïde (Schmechel et al., 1993, Strittmatter et al., 1993), d'autres suggèrent un rôle dans la

protection contre la phosphorylation excessive de la protéine tau (Strittmatter et al., 1994), et dans

la plasticité neuronale (Poirier et al., 1994). Toutefois, L'association de l'allèle 1>4 à 64% des cas de

MA (Saunders et al., 1993) suggèrent un rôle particulier de cet allèle.

Le LCR contient la majorité des factors impliqués dans la formation des plaques amyloïdes et des

lésions neurofibrillaires. Parmi ces facteurs se trouvent principalement l'apolipoprotéine (apo) E, la

protéine tau, le peptide amyloïde ~ (A~), mais également l'apoD, J, la TTR, l'a,1

antichymotrypsine. La transthyrétine (TTR) séquestre vraisemblablement le peptide A~ dans le

milieu extracellulaire (Schwarzman et al, 1994), l'apolipoprotéine D (apoD) participe dans la

régénération et la réparation neuronale (Boyles et al, 1990) et l'actine, un composant majeur du

cytosquelette, impliquée dans la croissance cellulaire, pourrait interagir avec l'apoE (Fleming et al.,

1996). Dans des échantillons de LCR, nous avons donc examiné les variations de la concentration

des apoEs avec celle de la TTR, de l'apoD et de l'actine évaluée par électrophorèse

bidimensionnelle. Nous avons étudié leur état d'équilibre et/ou d'interaction dans ce compartiment

en relation avec la MA et en parallèle avec le polymorphisme de l'apoE, le statut mental, les

données de l'histopathologie clinique du cerveau.
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ill- POPULATION ET METHODES

Les apoD et E ont été mesurées dans les LCR prélevés par ponction lombaire chez 41 patients

atteints de MA probable selon les critères de NINCDS-ADRDA, Il individus n'ayant pas

d'atteintes neurologiques et 39 patients ayant diverses atteintes neurologiques périphériques et

inflammatoires.

La relation de la TTR et de l'apoE avec les plaques séniles et l'actine a été réalisée chez 20 patients

ayant une MA confirmée sur le plan anatomopathologique et 10 patients avec diverses atteintes

neurologiques et inflammatoires. En post mortem, du LCR intraventriculaire a été prélevé. Une

analyse semi-quantitative des plaques séniles a été réalisée à l'aide d'un anticorps monoclonal anti

A~ (Dako) (Serot et al., 1994) au niveau des lobes temporal, frontal, pariétal et de l'hippocampe

(CAl). L'abondance des plaques séniles a été classée en modérée (+), abondante (++) et très

abondante (+++).

Les deux apolipoprotéines ont été mesurées à l'aide des techniques ELISA classiques décrites

précédemment (Camato et al., 1989, Merched et al., 1997), la TTR par immunonéphélométrie à

l'aide du système ArrayTM (Beckman). L'étude de l'actine a été réalisée après séparation des

protéines de LCR par électrophorèse bidimensionnelle (Visvikis et al., 1986) et des mesures

densitométriques quantitatives des deux spots d'actine identifiés par comparaison aux cartes

publiées et par révélation immunospécifique à l'aide d'un anticorps monoclonal anti-actine

(Sigma). Le polymorphisme génétique de l'apoE a été déterminé par électrophorèse

bidimensionnelle ou par PCR à l'aide de la technique de Hixson et Vernier (1990).

IV- RESUTATS ET DISCUSSION

A- ApoE, ApoD et réparation neuronale

Nous avons d'abord étudié l'ApoD dont l'expression est stimulée comme celle de l'apoE dans les

conditions de lésions expérimentales du tissu périphérique (Boyles et al, 1990). Nos résultats

montrent que parallèlement à la concentration de l'apoE dans le LCR, celle de l' apoD augmente de

façon considérable chez les patients atteints de la MA mais aussi chez les patients atteint d'autres

pathologies par rapport au groupe contrôle (4.23±l.58 et 3.29±l.35 vs l.15±0.70 mg/l, avec dans
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les deux cas p<O.OOOI) (Fig 1). La concentration de l'apoD est positivement corrélée avec la dose

de l'allèle ApoE-E4 (p<O.OO1) (Fig 2). Une augmentation de la concentration de l'apoE, bien que

moins marquée que celle l'apoD, a été observée chez les patients MA, et les patients

«neurologiques» (p<O.OOI et p<O.OS, respectivement) (Fig 1).

L'augmentation des apoD et E semble être liée aux caractères communs de la MA et des autres

pathologies neurologiques et inflammatoires, probablement en réaction aux dommages cellulaires.

Ces résultats sont en faveur d'un rôle de coordination des deux protéines dans la réparation et la

régénération neuronale. Etant donné l'appartenance de l'apoD à la famille des lipocalines, elle

pourrait assurer le transport de ligand(s) hydrophobe(s) essentiel(s) dans les situations

pathologiques ou alternativement l'élimination de substance(s) neurotoxique(s). La corrélation

positive entre la concentration de l'apoD dans le LCR et la dose de l'allèle E4 souligne une

interaction probablement de nature métabolique entre les deux marqueurs.

B- ApoE, transthyrétine et formation des plaques séniles

Par ailleurs, afin de mieux comprendre le processus de dépôts de l' amyloïde ~ dans les plaques

séniles (PS) au niveau du cerveau, nous avons étudié la contribution potentielle de deux protéines

ayant une affinité assez forte vis-à-vis de l'A~, l'ApoE et la TTR. Nous avons mesuré leur

concentration dans le LCR postmortem en tenant compte de l'abondance des dépôts amyloïdes

estimée par études immunohistochimiques sur le cerveau des mêmes patients et en sachant que les

résultats peuvent varier en fonction des observateurs (Duyckaerts et al., 1990). Nos résultats

montrent que la concentration de la TTR, contrairement à celle de l'ApoE, est plus basse dans le

LCR des patients atteints de la MA par rapport aux patients ayant ou non d'autres pathologies

neurologiques (22.21±1.41 vs 36.S2±4.12 mgll ± SEM, p<O.Ol) (Fig 3). Elle est également

négativement corrélée à l'abondance des PS (p<O.OI) (Fig 4). Tandis que le nombre des plaques

séniles augmente significativement avec le nombre d'allèle E4 (p<O.OS). La TTR et l'apoE semblent

avoir des effets opposés dans la formation des plaques séniles. Leur affinité au peptide A~ suggère

une relation de compétition entre les deux protéines, avec un rôle protecteur de la TTR et un effet

amyloïdogénique de l'apoE4.
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c- ApoE, actine et cytosquelette

Un autre aspect de la physiopathologie de la MA a été abordé via l'étude par électrophorèse

bidimensionnelle d'un composant majeur du cytosquelette, l'actine (Fig 5). L'actine a été étudiée

dans le LCR, en relation avec la génétique de l'apoE. De plus en plus d'arguments sont en faveur

d'un rôle important de l'apoE dans la biochimie du cytosquelette grâce à ses affinités différentielles

vis-à-vis de plusieurs composants de celui-ci, comme la protéine tau, l'actine et la protéine MAP2

(Fleming et al, 1996). Nos résultats montrent une augmentation de l'actine en relation avec la dose

de l'allèle s4 (p<O.05) (Fig 6) Ces résultats suggèrent que l'apoE4 pourrait moduler et réguler la

plasticité du cytosquelette via des interactions directes avec les composants du cytosquelette.

En résumé, l'ensemble de ce travail montre les résultats suivants:

(i) la présence de l'allèle s4 , la diminution de la concentration de la TTR semblent être les

conditions les plus favorables à la fonnation des plaques séniles. Ces fonctions pourraient être dues

à un mécanisme de compétition entre les deux facteurs vis à vis du peptide A~ ou à une implication

dans le métabolisme anonnale de ce peptide, (ii) les delLx apolipoprotéines D et E sont importantes

dans les maladies neurodégénératives telle que la MA probablement au niveau de la remobilisation

de cholestérol et la réparation neuronale. Toutefois, la présence de l'allèle s4 semble inhiber ou

ralentir cette remobilisation et pourrait compromettre par conséquence la régénération cellulaire,

(iii) L'apoE semble intervenir activement au niveau de la biochimie du cytosquelette. L'isofonne s4

pourrait avoir une contribution négative à la stabilité du cytosquelette à travers l'actine, et

finalement (iv) l'actine pourrait servir comme marqueur du cytosquelette dans la MA. Sa

polymérisation semble être négativement régulée par l'apoE4. Cette régulation pourrait s'exercer

de manière directe ou indirecte.

Ces résultats montrent que l'apolipoprotéine E4 pourrait être impliquée dans une ou

plusieurs voies de corrégulation particulière(s) mettant en jeu l'apoD, la TTR, l'actine et

probablement d'autres dans un processus physiopathologique spécifique de la MA. L'élucidation

des bases moléculaires de la maladie d'Alzheimer et la définition de bons marqueurs seront utiles

sur le plan étiopathologique mais également pour le suivi thérapeutique de cette maladie.
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Fig. 1. Variation de la concentration des Apo D et E dans le LCR des patients atteints de la maladie

d'Alzheimer (MA), des contrôles et des patients atteints d'autres pathologies neurologiques et

inflammatoires que la MA (AP). Les bars représentent les moyennes ± SEM. * p<O.OS, ** : p<O.Ol,

*** : p<O.OOS, ****p<O.OOl .

Fig. 2. Variation de la concentration de l'ApoD (A) et l'ApoE (B) dans le LCR des patients en

fonction du nombre d'allèle E4. *** : p<O.OOS, ****p<O.OOl .

Fig 3. Concentration de la transthyrétine dans le LCR intraventriculaire des patients atteints de la

maladie d'Alzheimer (MA) et d'autre pathologies neurologiques et inflammatoires (contrôles) . ** :

p<O.Ol

Fig. 4. Relation entre les concentrations moyennes de l'apoE et la TTR dans le LCR

intraventriculaire et l'abondance des plaques séniles dans le cerveau des mêmes patients.

L'évolution de la fréquence de l'allèle E4 est présentée en pointillé. (+) abondance moyenne, (++)

abondant, (+++) très abondant. * p<O.OS.

Fig. S. Profil électrophorétique bidimensionnel des protéines de LCR colorées au nitrate d'argent

(A). A droite sont présentés un agrandissement de la région d'actine (B) et une révélation

immunospécifique de l'actine à l'aide d'un anticorps monoclonal anti-actine (Sigma). PM;

marqueur de poids moléculaire.

Fig. 6. Variation de la quantité d'actine dans le LCR intraventriculaire des patients atteints de la

MA en fonction du nombre d'allèle E4. *p<O.OS.
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RESUME

La maladie d'Alzheimer (MA) est un problème de santé majeur dans une société qui
vieillit de plus en plus. Malgré les progrès importants dans ce domaine, il subsiste
beaucoup d'inconnus au niveau physiopathologique. L'incertitude du diagnostic et le
manque de marqueurs périphériques précoces posent des problèmes à la recherche

. thérapeutique qui connaît actuellement un grand essor.
La combinaison de dosages biochimiques dans le liquide céphalorachidien (LCR),
d'approches épidémiologiques et d'études immunohistochimiques du cerveau, est notre
stratégie pour suivre in vivo les modifications biochimiques liées à la génétique qui
provoquent ou accompagnent l'apparition de la MA. La recherche des marqueurs
biologiques de cette maladie est, en effet, un objectif en soi.
Nous avons évalué dans le LCR les variations quantitatives et qualitatives de l'apoE, le, .

facteur de risque génétique le plus important de la MA. En parallèle, d'autres protéines
telles que les apoAI, AIV et D, la transthyrétine (TTR), et l'actine ont été analysées
dans la mesure où elles pourraient participer, avec l'apoE, au mécanisme
physiopathologique de la MA. Ces études nous ont permis de mieux comprendre
l'implication multifonctionnelle de l'apoE et d'évaluer les critères cliniques et
méthodologiques de ses variations quantitatives dans le LCR.
Nous avons également mis en évidence une augmentation de 300% de l'apoD dans le
LCR avec les pathologies neurogénénératives et inflammatoires. La spécificité et la
sensibilité de ce nouveau marqueur sont de 95% et 91%, respectivement.
Nous avons montré la présence de l'apoAI dans les plaques séniles et trouvé une
diminution de la concentration sérique de l'apoAI dans la MA liée à la sévérité de cette
maladie. Nous avons également défini l'intérêt clinique de cette protéine périphérique
comme marqueur potentiel·de diagnostic de la MA.
Deux nouveaux marqueurs, la TTR et l'actine sont impliqués dans la protection contre
l'amyloïdogénèse et dans la biochimie du cytoquelette neuronal, respectivement. A
travers l'étude de ces deux protéines, nous avons proposé de nouvelles hypothèses
étiologiques de la MA.
Au niveau génétique, l'étude du polymorphisme de l'apoAIV (codon 360) a révélé un
nouveau gène pouvant être impliqué dans la longévité et non dans la MA.
En résumé, nous avons évalué des marqueurs génétiques et biochimiques de la maladie
d'Alzheimer en utilisant les liquides biologiques périphériques: LCR, sérum et cellules
sangumes.

.'

Mots clés: maladie d'Alzheimer .. liquide céphalorahidien .. apolipoprotéines AI, AIV,
D et E.. transthyrétine.. actine.. immunohistochimie.. génétique.. marqueur ..
diagnostic .. étiologie.
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