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Abstract 
T h e c h o r o i d p lexus ( C h P ) p r o d u c e s and is b a t h e d i n t h e c e r e b r o s p i n a l f l u i d (CSF), 
w h i c h in ag ing a n d A l z h e i m e r ' s d isease ( A D ) s h o w s e x t e n s i v e p r o t e o m i c a l t e r a t i o n s 
i n c l u d i n g e v i d e n c e o f i n f l a m m a t i o n . C o n s i d e r i n g i n f l a m m a t i o n h a m p e r s f u n c t i o n s o f 
t h e i n v o l v e d t i s s u e s , t h e C S F a b n o r m a l i t i e s r e p o r t e d i n t h e s e c o n d i t i o n s a r e sugges
t i v e o f C h P i n j u r y . I n d e e d , s e v e r a l s t u d i e s d o c u m e n t C h P d a m a g e in ag ing and A D , 
w h i c h n e v e r t h e l e s s r e m a i n s t o be s y s t e m a t i c a l l y c h a r a c t e r i z e d . W e h e r e r e p o r t t h a t 
t h e changes e l i c i t e d i n t h e C S F by A D a r e c o n s i s t e n t w i t h a p e r t u r b e d ag ing process 
a n d a c c o m p a n i e d by a b e r r a n t a c c u m u l a t i o n o f i n f l a m m a t o r y s ignals a n d m e t a b o l i c a l l y 
a c t i v e p r o t e i n s in t h e ChP. M a g n e t i c r e s o n a n c e i m a g i n g ( M R I ) i m a g i n g s h o w s t h a t t h e s e 
m o l e c u l a r a b e r r a n c i e s c o r r e s p o n d t o s i g n i f i c a n t r e m o d e l i n g o f C h P i n A D , w h i c h c o r 
r e l a t e s w i t h ag ing a n d c o g n i t i v e d e c l i n e . C o l l e c t i v e l y , o u r p r e l i m i n a r y post-mortem a n d 
i n v i v o f i n d i n g s r e v e a l a r e p e r t o i r e o f C h P p a t h o l o g i e s i n d i c a t i v e o f i t s d y s f u n c t i o n a n d 
i n v o l v e m e n t i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D . 

KEYWORDS 

a g i n g , A l z h e i m e r ' s d i s e a s e , c e r e b r o s p i n a l f l u i d , c h o r o i d p l e x u s , p a t h o l o g y 

H i g h l i g h t s 

• C e r e b r o s p i n a l f l u i d changes assoc ia ted w i t h ag ing a r e p e r t u r b e d in A l z h e i m e r ' s 
d i sease 

• P a r a d o x i c a l l y , i n A l z h e i m e r ' s d isease, t h e c h o r o i d p lexus e x h i b i t s i n c r e a s e d c y t o k i n e 
leve ls w i t h o u t e v i d e n c e o f i n f l a m m a t o r y a c t i v a t i o n o r i n f i l t r a t e s 

• In A l z h e i m e r ' s d isease, i n c r e a s e d c h o r o i d p lexus v o l u m e s c o r r e l a t e w i t h age a n d 
c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e 

1 I NARRATIVE 

1.1 I Contextual background 

A l z h e i m e r ' s d i s e a s e ( A D ) m a n i f e s t s c l i n i c a l l y w i t h b e h a v i o r a l c h a n g e s 
a n d p r o g r e s s i v e d e c l i n e i n c o g n i t i v e f a c u l t i e s 1 a n d i s b y f a r t h e 
m o s t c o m m o n c a u s e o f d e m e n t i a i n t h e e l d e r l y . 2 P a t h o l o g i c a l l y , A D 
b r a i n s e x h i b i t s y n a p t i c a n d n e u r o n a l l o s s 3 a c c o m p a n i e d b y r e a c t i v e 
g l i a . 4 - 7 S e n i l e p l a q u e s a n d n e u r o f i b r i l l a r y c h a n g e s a r e r e g a r d e d a s t h e 
d i s e a s e - c h a r a c t e r i z i n g n e u r o p a t h o l o g i c a l h a l l m a r k s . 8 H o w e v e r , t h e s e 
h a l l m a r k s a r e o b s e r v e d a l s o i n p e o p l e w h o a r e c o g n i t i v e l y h e a l t h y 9 1 0 

o r s u f f e r f r o m d i f f e r e n t n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r s , 1 1 w h i l e l e s i o n s 
t y p i c a l o f o t h e r d i s o r d e r s s u c h as a - s y n u c l e i n i n c l u s i o n s f r e q u e n t l y 
p o p u l a t e A D b r a i n s . 1 2 D e s p i t e t h i s c l i n i c a l a n d n e u r o p a t h o l o g i c a l s p e c 
t r u m o f t h e A l z h e i m e r ' s s y n d r o m e , 1 3 a c c u m u l a t i n g e v i d e n c e s u g g e s t s 
t h a t t h e m o s t p r o x i m a l n e u r o b i o l o g i c a l e v e n t u n d e r l y i n g c l i n i c a l f e a 

t u r e s i n v o l v e s i m p a i r e d b r a i n c o n n e c t i v i t y d u e t o i n a d e q u a t e s y n a p t i c 
p e r f o r m a n c e . 1 4 - 1 7 A c c o r d i n g l y , t h e r e is s i g n i f i c a n t i n t e r e s t i n u n d e r 
s t a n d i n g t h e n e u r o b i o l o g y o f s y n a p t i c f a i l u r e i n A D 1 8 a n d i n p a r t i c 
u l a r i t s i n t i m a t e r e l a t i o n s h i p w i t h n e u r o i n f l a m m a t i o n . 1 7 1 9 S i n c e t h e 
c h o r o i d p l e x u s ( C h P ) p l a y s a p i v o t a l r o l e i n b r a i n h o m e o s t a s i s i n c l u d 
i n g i t s i m m u n e s t a t u s 2 0 " 2 2 w e h e r e p r e l i m i n a r i l y i n v e s t i g a t e s t r u c t u r a l 
h e a l t h o f t h e C h P a n d p r o v i d e e a r l y e v i d e n c e o f c o m p l e x C h P p a t h o l o g y 
i n d i c a t i v e o f i t s d y s f u n c t i o n i n p a t i e n t s w i t h A D . 

T h e d i s c o v e r y t h a t g e n e t i c d e f e c t s s e g r e g a t i n g w i t h k i n d r e d s 
a f f l i c t e d b y f a m i l i a l A D ( F A D ) 2 3 p e r t u r b f o r m a t i o n o f a m y l o i d - / ? p e p 
t i d e s (A/2), t h e m a j o r c o n s t i t u e n t s o f s e n i l e p l a q u e s , 2 4 p a v e d t h e 
w a y t o t h e a m y l o i d h y p o t h e s i s . T h i s p o s i t s t h a t a b e r r a n t A/2 u n d e r 
l i e t h e p a t h o g e n e s i s o f A D . 2 5 A l t h o u g h c l i n i c a l t r i a l s h a v e f a i l e d t o 
p r o v i d e d e f i n i t i v e s u p p o r t f o r t h e a m y l o i d h y p o t h e s i s , 2 6 t h e r e c o g n i 
t i o n t h a t F A D m u t a t i o n s i m p a i r n u m e r o u s c e l l u l a r p r o c e s s e s r a n g i n g 
f r o m e n d o s o m a l a c t i v i t y t o a x o n a l t r a n s p o r t 2 7 , 2 8 i n d i c a t e s t h a t , i n t h e 
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f o r e s e e a b l e f u t u r e , t h e m e c h a n i s m s b y w h i c h F A D m u t a t i o n s c a u s e 
A D w i l l u l t i m a t e l y b e d e c i p h e r e d . T h e v a s t m a j o r i t y o f A D c a s e s , 
h o w e v e r , a r e s p o r a d i c i n n a t u r e a n d m e c h a n i s m s a t p l a y g o b e y o n d 
t h o s e u n d e r l y i n g t h e p a t h o g e n e s i s o f F A D . T h e m a j o r r i s k f a c t o r o f 
s p o r a d i c A D is a g i n g , 2 9 w h i c h p r o m o t e s a p r o - i n f l a m m a t o r y s t a t e 3 0 

a l s o i n t h e a g i n g b r a i n . 3 1 , 3 2 C o i n c i d e n t l y , k e y m o l e c u l e s , r i s k f a c t o r s , 
a n d p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s i m p l i c a t e d i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D 
i n c l u d i n g A/2 a s s e m b l i e s , 3 3 t a u a g g r e g a t e s w i t h i n a n d b e y o n d n e u 
r o f i b r i l l a r y c h a n g e s , 3 4 " 3 7 a p o l i p o p r o t e i n E ( A p o E ) , 3 8 , 3 9 T R E M 2 , 4 0 " 4 2 

a n d t h e b l o o d - b r a i n b a r r i e r ( B B B ) 4 3 , 4 4 a l l i n t e r a c t w i t h g l i a l l i n e a g e s , 
w h i c h m e d i a t e t h e p r o - i n f l a m m a t o r y s t a t e a n d c o n t r i b u t e t o s y n a p 
t i c f a i l u r e i n c l u d i n g s y n a p t o p h a g y i n A D b r a i n s . 1 9 , 4 5 , 4 6 T h e f i n d i n g t h a t 
s y s t e m i c i n f l a m m a t o r y s i g n a l s c o r r e l a t e w i t h c o g n i t i v e d e c l i n e 4 7 , 4 8 

a n d r e g u l a r l y c o m m u n i c a t e a n d s h a p e e p i g e n e t i c p r o g r a m s o f t h e g l i a 
i n t h e b r a i n 4 9 s u g g e s t s t h a t p r o - i n f l a m m a t o r y c h a n g e s i n A D b r a i n s 
c a n b e s e t o f f a l s o b y p e r i p h e r a l c a u s e s . C o n s i d e r i n g C h P c o o r d i 
n a t e s t h e c r o s s t a l k o f t h e i m m u n e s i g n a l s b e t w e e n t h e p e r i p h e r y a n d 
t h e b r a i n , 2 2 , 5 0 " 5 6 t h e s e r e p o r t s s u g g e s t t h a t C h P d y s f u n c t i o n c o u l d 
c o n t r i b u t e t o t h e i n f l a m m a t o r y s t a t e o f A D b r a i n s . 

T h e C h P Is a g r a p e - l i k e s t r u c t u r e c o m p o s e d o f a t i g h t - j u n c t i o n -
b o u n d e p i t h e l i u m a n d t h e u n d e r l y i n g s t r o m a r i c h i n f e n e s t r a t e d 
c a p i l l a r i e s o f p e r i p h e r a l v a s c u l a r o r i g i n . T h i s s p e c i f i c a r c h i t e c t u r e c r e 
a t e s a b a r r i e r b e t w e e n t h e p e r i p h e r a l b l o o d a n d t h e c e r e b r o s p i n a l 
f l u i d ( C S F ) , w h i c h c i r c u l a t e s b e t w e e n t h e v e n t r i c l e s a n d t h e s u r f a c e 
o f t h e b r a i n . 2 1 , 5 7 , 5 8 T h r o u g h p r o d u c t i o n o f t h e C S F , C h P m o n i t o r s 
a n d a d j u s t s b r a i n h o m e o s t a s i s 3 9 i n c l u d i n g t h e a c t i v a t i o n s t a t u s o f 
t h e b r a i n i m m u n e s y s t e m , 2 0 , 5 3 p r o l i f e r a t i o n o f n e u r a l s t e m c e l l s 5 9 

a n d c o g n i t i v e b e h a v i o r . 5 0 , 6 0 , 6 1 A g i n g r e s u l t s i n p r o f o u n d s t r u c t u r a l 
a n d f u n c t i o n a l c h a n g e s o f t h e C h P i n a n i m a l s 2 2 , 5 0 a n d h u m a n s 6 2 " 6 4 

a l i k e w i t h C h P f o r u n k n o w n r e a s o n s b e c o m i n g s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d 
i n v o l u m e . 6 5 C h a n g e s i n t h e C h P h a v e b e e n e x t e n s i v e l y d e s c r i b e d 
a l s o i n a n i m a l m o d e l s o f A D , 5 2 , 6 1 , 6 6 " 6 8 w h i l e s t r i k i n g l y f e w s t u d i e s t o 
d a t e e x a m i n e C h P i n p a t i e n t s w i t h A D . T h e s e s t u d i e s s h o w a l t e r e d 
s t r u c t u r a l i n t e g r i t y , 6 4 d e s c r i b e t r a n s c r i p t o m i c a n d p r o t e o m i c p r o f i l e s 
i n d i c a t i v e o f i n f l a m m a t o r y c h a n g e s a n d i m p a i r e d m e t a b o l i s m , 6 2 , 6 7 , 6 9 

a n d r e p o r t p r e l i m i n a r y c o r r e l a t i o n s b e t w e e n C h P v o l u m e s , c o g n i t i o n , 
a n d b i o m a r k e r s o f A D . 7 0 , 7 1 S t u d i e s o f t h e C S F a l s o r e v e a l e x t e n s i v e 
a b n o r m a l i t i e s i n c l u d i n g i n f l a m m a t o r y c h a n g e s i n t h e C S F i n a g i n g 7 2 " 7 4 

a n d A D 7 4 " 8 1 a n d f u r t h e r s u p p o r t t h e r o l e o f C h P i n A D . T h e b a s i s f o r 
t h e s e a b n o r m a l i t i e s i s l a r g e l y u n k n o w n . T o a d d r e s s t h e s e g a p s i n o u r 
k n o w l e d g e a n d t o c r i t i c a l l y t e s t f o r t h e i n v o l v e m e n t o f t h e C h P i n A D , 
w e p e r f o r m e d a s e r i e s o f p i l o t e x p e r i m e n t s t o t e a s e a p a r t t h e e f f e c t s 
o f a g i n g versus A D i n t h e C S F a n d t h e n s y s t e m a t i c a l l y e x a m i n e t h e 
s t r u c t u r e o f C h P i n p a t i e n t s w i t h A D . 

1.2 I Study design and main results 

W e h e r e a s k w h a t c h a n g e s i n t h e C S F e n v i r o n m e n t s u r r o u n d C h P , s y s 
t e m a t i c a l l y t e s t f o r s t r u c t u r a l , i n f l a m m a t o r y a n d m e t a b o l i c c h a n g e s 
o f t h e post-mortem C h P a n d l a s t i n v e s t i g a t e C h P i n v i v o i n p a t i e n t s 
w i t h A D . T o a n s w e r t h e s e q u e s t i o n s c o m p r e h e n s i v e l y , w e u s e a d i v e r s e 
i n v e n t o r y o f d a t a s e t s a n d s a m p l e s f r o m d i f f e r e n t s o u r c e s a n d c o h o r t s . 

RESEARCH IN CONTEXT 

1 . S y s t e m a t i c R e v i e w : T h e a u t h o r s r e v i e w e d l i t e r a t u r e i n 
P u b M e d u s i n g t h e t e r m s " c e r e b r o s p i n a l f l u i d " , " c h o r o i d 
p l e x u s " , " a g i n g " a n d " A l z h e i m e r ' s d i s e a s e " . I n c o n t r a s t t o 
t h e c e r e b r o s p i n a l f l u i d ( C S F ) , w h e r e c h a n g e s d u r i n g a g i n g 
a n d i n A l z h e i m e r ' s d i s e a s e ( A D ) a r e e x t e n s i v e l y r e p o r t e d , 
s t r i k i n g l y l i t t l e is k n o w n a b o u t t h e r o l e o f t h e c h o r o i d 
p l e x u s ( C h P ) . A l t h o u g h s e v e r e d s t r u c t u r a l i n t e g r i t y , t r a n 
s c r i p t o m i c a n d p r o t e o m i c p r o f i l e s a n d p r e l i m i n a r y c o r 
r e l a t i o n s b e t w e e n c o g n i t i o n , A D b i o m a r k e r s , a n d C h P 
v o l u m e s w e r e r e p o r t e d e a r l i e r , a s y s t e m a t i c a n a l y s i s o f 
m o l e c u l a r c h a n g e s i n t h e C h P a s s o c i a t e d w i t h A D i s 
c u r r e n t l y l a c k i n g . 

2 . I n t e r p r e t a t i o n : O u r s t u d y r e v e a l s a r e l a t i o n s h i p b e t w e e n 
a g i n g a n d A D i n t h a t c h a n g e s i n t h e C S F a s s o c i a t e d w i t h 
a g i n g a r e p e r t u r b e d i n t h e i n s t a n c e o f A D . T h e s e C S F 
c h a n g e s a r e a s s o c i a t e d w i t h s i g n i f i c a n t r e m o d e l i n g o f t h e 
C h P i n p a t i e n t s w i t h A D , w h i c h i n t u r n c o r r e l a t e s w i t h 
c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e a n d r e f l e c t s i n f l a m m a t o r y s i g n a l s 
a n d a b e r r a n t p r o t e i n a c c u m u l a t i o n s . C o n s i d e r i n g t h e C h P 
p l a y s a c r i t i c a l r o l e i n b r a i n h o m e o s t a s i s , t h i s a n d p r e v i o u s 
s t u d i e s p r o v i d e m o u n t i n g e v i d e n c e o f i t s d y s f u n c t i o n a n d 
p a r t i c i p a t i o n i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D . 

3 . F u t u r e D i r e c t i o n s : T o c l a r i f y t h e r o l e o f t h e C h P i n A D i t 
is i m p e r a t i v e t o r e s e a r c h : ( 1 ) t h e c a u s e ( s ) o f t h e o b s e r v e d 
C h P p a t h o l o g y i n a g e d a n d A D b r a i n s , ( 2 ) t h e c l i n i c a l l y 
r e l e v a n t d e f e c t s i n b r a i n h o m e o s t a s i s p r o d u c e d b y d y s 
f u n c t i o n a l C h P , a n d ( 3 ) t h e p o t e n t i a l f o r a t h e r a p e u t i c 
s t r a t e g y t h a t n o r m a l i z e s C h P f u n c t i o n i n t h e i n s t a n c e o f 
a g i n g a n d A D . 

T o i n v e s t i g a t e c h a n g e s i n t h e C S F e n v i r o n m e n t s u r r o u n d i n g C h P i n 
A D vis-ä-vis n a t u r a l a g i n g , w e a n a l y z e d a l a r g e p u b l i c l y a v a i l a b l e d a t a 
s e t o f C S F p r o t e o m e s c o n s i s t i n g o f h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s 
w i t h A D 8 2 , 8 3 f r o m s c r a t c h t o t a k e i n t o a c c o u n t t h e e f f e c t s o f a g i n g . 
T o e s t a b l i s h h o w s p e c i f i c a r e t h e C S F c h a n g e s t o A D , w e u s e d m a s s 
s p e c t r o m e t r y t o m e a s u r e C S F p r o t e i n s i n p a t i e n t s w i t h m i l d c o g n i t i v e 
i m p a i r m e n t ( M C I ) o r d e m e n t i a d u e t o A D , a n i n f e c t i o u s n e u r o l o g i 
c a l d i s e a s e , a c u t e L y m e p o l y r a d i c u l o n e u r i t i s ( A L y m e P ) , a n d a f a s t e r 
p r o g r e s s i n g n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r , a m y o t r o p h i c l a t e r a l s c l e r o s i s 
( A L S ) . 

T o t e s t f o r s t r u c t u r a l , i n f l a m m a t o r y a n d m e t a b o l i c c h a n g e s o f t h e 
C h P p o s t mortem i n A D , w e h a r v e s t e d C h P f r o m t h e l a t e r a l c e r e b r a l 
v e n t r i c l e s i n c l u d i n g C h P f r o m t h e t e m p o r a l h o r n s o f h e a l t h y i n d i v i d u 
a l s a n d p a t i e n t s a f f l i c t e d b y A D a n d o t h e r n e u r o l o g i c a l c o n d i t i o n s . T h e 
f o r m a l i n f i x e d p a r a f f i n e m b e d d e d ( F F P E ) s e c t i o n s o f C h P w e r e s t a i n e d 
w i t h h e m a t o x y l i n a n d e o s i n ( H & E ) t o e x a m i n e g r o s s s t r u c t u r a l c h a n g e s . 
T o p r o b e f o r n e u r o d e g e n e r a t i v e c h a n g e s , t h e C h P w e r e s t a i n e d w i t h 
m a r k e r s f o r a m y l o i d d e p o s i t s , n e u r o f i b r i l l a r y c h a n g e s a n d a - s y n u c l e i n . 



4 | A k h e i m e r s (SfDementia® 
T H E J O U R N A L O F T H E A L Z H E I M E R ' S A S S O C I A T I O N 

T o t e s t f o r i n f l a m m a t i o n , t h e F F P E s e c t i o n s w e r e s t a i n e d w i t h m a r k e r s 
f o r m a c r o p h a g e s a n d T l y m p h o c y t e s . R N A i s o l a t e d f r o m s n a p f r o z e n 
C h P w a s e v a l u a t e d b y r e a l - t i m e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( R T - P C R ) 
f o r t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f d i f f e r e n t m a r k e r s o f i m m u n e s y s t e m a c t i 
v a t i o n a n d l y s a t e s f r o m s n a p f r o z e n C h P w e r e p r e p a r e d t o m e a s u r e 
c y t o k i n e l e v e l s b y E U S A r r a y a n d w e s t e r n b l o t s . T o t e s t f o r m e t a b o l i c 
c h a n g e s i n t h e C h P , t h e s a m e l y s a t e s u s e d t o m e a s u r e c y t o k i n e l e v 
e l s w e r e s u b j e c t t o m a s s s p e c t r o m e t r y t o q u a n t i f y a n u m b e r o f C S F 
r e s i d e n t p r o t e i n s s e l e c t e d u s i n g a r a n d o m n u m b e r t a b l e i n a d d i t i o n t o 
q u a n t i f y i n g c h o l e s t e r o l a n d d i f f e r e n t l i p i d s . 

T o i n v e s t i g a t e C h P i n v i v o , w e f i r s t u s e d a 1 . 5 T m a g n e t i c r e s o 
n a n c e i m a g i n g ( M R I ) s c a n n e r t o e s t a b l i s h t h e i n t e n s i t i e s , s t r u c t u r a l 
c h a n g e s a n d v o l u m e s o f C h P i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s w i t h 
A D . V o l u m e s o f C h P w e r e m e a s u r e d f r o m t h r e e - d i m e n s i o n a l ( 3 D ) 
r e c o n s t r u c t i o n s as w e l l a s m a n u a l l y f r o m a r a n d o m l y s e l e c t e d s u b s e t 
o f o r i g i n a l l y a c q u i r e d M R I b r a i n i m a g e s . A 3 . 0 T M R I s c a n n e r w a s t h e n 
u s e d t o m e a s u r e C h P v o l u m e s a t a h i g h e r r e s o l u t i o n i n a n i n d e p e n d e n t 
c o h o r t o f h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s t o f u r t h e r v a l i d a t e o u r 
o r i g i n a l f i n d i n g s . T h e C h P v o l u m e s w e r e l a s t l y c o r r e l a t e d w i t h a g e a n d 
t h e c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e u s i n g t h e M i n i - M e n t a l S t a t e E x a m i n a t i o n 
( M M S E ) . 

T h e a b n o r m a l i t i e s o b s e r v e d i n t h e C S F o f p a t i e n t s w i t h A D c o n 
s i s t e d l a r g e l y o f a b e r r a n c i e s i n t h e s a m e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t 
c h a n g e d m o s t s i g n i f i c a n t l y w i t h a g i n g i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s . T h e s e f i n d 
i n g s w e r e m o s t p r o n o u n c e d i n t h e 6 6 - t o 7 5 - y e a r - o l d a g e g r o u p a n d 
s u g g e s t t h a t C h P i n A D is p e r p e t u a l l y b a t h e d i n C S F e x h i b i t i n g p r o t e i n 
a b n o r m a l i t i e s t h a t e v o l v e w i t h a g i n g . T h e H & E s t a i n e d F F P E s e c t i o n s 
o f C h P s h o w e d a g e - r e l a t e d s t r u c t u r a l c h a n g e s , w h i c h w e r e i n d i s t i n 
g u i s h a b l e b e t w e e n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s a f f l i c t e d b y A D a n d 
o t h e r c o n d i t i o n s a t a l i g h t m i c r o s c o p y l e v e l . I n A D , C h P e x h i b i t e d s i g n i f 
i c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s o f s e v e r a l c y t o k i n e s , a b e r r a n t a c c u m u l a t i o n o f 
t r a n s t h y r e t i n ( T T R ) a n d N i e m a n n - P i c k i n t r a c e l l u l a r c h o l e s t e r o l t r a n s 
p o r t e r 2 ( N P C 2 ) a n d r e d u c e d l e v e l s o f G M 1 g a n g l i o s i d e . T h e r e f o r e , 
t h e C h P h o s t s u n e x p e c t e d i n f l a m m a t o r y s i g n a l s a n d a b e r r a n t a c c u 
m u l a t i o n o f m o l e c u l e s i n v o l v e d i n m e t a b o l i c p a t h w a y s i n A D . I m a g i n g 
s h o w e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n t e n s i t i e s a n d r e m o d e l i n g o f C h P i n A D 
p a t i e n t s . C h P v o l u m e s m e a s u r e d a u t o m a t i c a l l y , u s i n g 3 D r e c o n s t r u c 
t i o n s , m a n u a l l y o r w i t h a 3 . 0 T M R I s c a n n e r o n a s e p a r a t e c o h o r t w e r e 
s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u 
a l s . T h e C h P v o l u m e s c o r r e l a t e d w i t h a g e a n d i n v e r s e l y w i t h c o g n i t i v e 
p e r f o r m a n c e i n A D p a t i e n t s i n v i v o a n d t h u s p r o v i d e d c l i n i c a l r e l e v a n c e 
t o o u r post-mortem C h P f i n d i n g s i n A D . 

1.3 I Discussion and study conclusions 

T h e p r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t s d e s c r i b e d h e r e d o c u m e n t a n u n e x p e c t e d 
c o n f l u e n c e o f i n f l a m m a t o r y s i g n a l s a n d a b e r r a n t a c c u m u l a t i o n o f 
m e t a b o l i c a l l y a c t i v e C h P r e s i d e n t p r o t e i n s t h a t a r e p h y s i o l o g i c a l l y 
s e c r e t e d i n t o t h e C S F i n p a t i e n t s w i t h A D . A d d i t i o n a l l y , p r o t e o m i c 
a l t e r a t i o n s i n c l u d i n g e v i d e n c e o f i n f l a m m a t i o n d e v e l o p a n d p e r t u r b 
p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s o f a g i n g i n t h e C S F . 8 4 T h e s e f i n d i n g s a r e c l i n i 
c a l l y r e l e v a n t c o n s i d e r i n g p a t i e n t s w i t h A D s h o w s t r u c t u r a l c h a n g e s 
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o f t h e C h P , w h i c h c o r r e l a t e w i t h a g i n g a n d c o g n i t i o n . 8 4 A l t h o u g h 
t h e s e f i n d i n g s r e q u i r e f u r t h e r v a l i d a t i o n , t h e y r e v e a l a r e p e r t o i r e o f 
C h P p a t h o l o g i e s t h a t l a y t h e f o u n d a t i o n f o r t e s t i n g t h e r o l e o f C h P 
d y s f u n c t i o n m e c h a n i s t i c a l l y i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D . 

I n c o n t r a s t t o p r e v i o u s s t u d i e s o f t h e C S F i n a g i n g 7 2 , 8 5 a n d 
A D , 7 6 ' 7 7 , 7 9 , 8 2 , 8 6 o u r a n a l y s e s r e v e a l t h a t t h e s a m e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s 
c h a n g e i n b o t h o f t h e s e c o n d i t i o n s b u t t o a d i f f e r e n t e x t e n t . T h i s 
s u g g e s t s t h a t C S F c h a n g e s i n A D r e f l e c t a p e r t u r b e d p r o c e s s o f p h y s 
i o l o g i c a l a g i n g . C h a n g e s i n t h e i n f l a m m a t o r y p a t h w a y s i d e n t i f i e d i n A D 
a r e m o r e p r o n o u n c e d i n o t h e r d i s o r d e r s w e e x a m i n e d , p o s s i b l y d u e 
t o f a s t e r c l i n i c a l p r o g r e s s i o n o f b o t h A l y m e P a n d A L S . D e s p i t e s i m 
i l a r i t i e s , d e e p e r a n a l y s e s d i s c l o s e s u b t l e d i f f e r e n c e s i n i n f l a m m a t o r y 
p a t h w a y s b e t w e e n A D , A l y m e P d i s e a s e , a n d A L S , 8 7 - 8 9 w h i c h i n d i c a t e 
a n a d d i t i o n a l l a y e r o f i n f l a m m a t o r y c h a n g e s b e y o n d a g i n g . T h e f i n d 
i n g t h a t t h e m o s t s i g n i f i c a n t C S F c h a n g e s i n s p o r a d i c A D o c c u r a t t h e 
s a m e t i m e w h e n t h e r i s k o f A D s t a r t s i n c r e a s i n g 9 0 r a i s e s t h e q u e s t i o n 
o f w h e t h e r t h e s e c h a n g e s r e l a t e c a u s a l l y t o t h e p a t h o g e n e s i s , r e f l e c t 
b r a i n p a t h o l o g y , o r i n d i c a t e a p r o t e c t i v e r e s p o n s e . 7 7 , 9 1 , 9 2 T h e o b s e r v a 
t i o n s t h a t C S F i n t h e y o u n g e x h i b i t s r e s t o r a t i v e p r o p e r t i e s 9 3 a n d t h a t 
a d a m p e n e d i m m u n e r e s p o n s e e v o l u t i o n a r i l y f a v o r s l o n g e v i t y , 9 4 s u p 
p o r t t h e n o t i o n t h a t C S F c h a n g e s i n A D r e f l e c t p a t h o l o g i c a l r a t h e r t h a n 
p h y s i o l o g i c a l e v e n t s . 

T h e d e s c r i b e d a b n o r m a l i t i e s o f t h e C h P v a l i d a t e a n d e x t e n d p r e 
v i o u s l y r e p o r t e d f i n d i n g s i n a n i m a l m o d e l s 6 7 , 6 8 a n d p a t i e n t s w i t h 
A D , 6 4 , 6 9 , 9 5 w h i c h t o g e t h e r w i t h t h i s s t u d y p r o v i d e c o m p e l l i n g e v i 
d e n c e o f C h P d y s f u n c t i o n i n A D . C o n s i d e r i n g C h P p r o v i d e s t h e b r a i n 
w i t h n u t r i e n t s a n d r e m o v e s i t s w a s t e , a n y d y s f u n c t i o n is e x p e c t e d 
t o s i g n i f i c a n t l y p e r t u r b b r a i n h o m e o s t a s i s . 2 1 , 5 8 , 9 6 T h i s i s f u r t h e r c o r 
r o b o r a t e d b y t h e i m p a i r e d p r o d u c t i o n a n d a l t e r e d c o m p o s i t i o n o f 
t h e C S F i n a g i n g 9 7 a n d i n A D 8 5 9 8 9 9 . i 0 0 I n t r i g u i n g l y , m a n y o f t h e 
c y t o k i n e s t h a t w e f o u n d t o i n c r e a s e i n t h e C h P w e r e p r e v i o u s l y 
r e p o r t e d h a v i n g i n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s i n t h e C S F i n A D . 7 7 , 1 0 1 A l a c k 
o f i n f l a m m a t o r y i n f i l t r a t e s i n t h e C h P s u g g e s t s t h a t t h e s e c y t o k i n e s 
o r i g i n a t e f r o m t h e C S F , b u t c o u l d a l s o b e l o c a l l y p r o d u c e d o r r e f l e c t 
u n r e s o l v e d i n f l a m m a t i o n . 1 0 2 I n a l l c a s e s , f u n c t i o n a l C h P i s e s s e n t i a l 
f o r t i m e l y s e n s i n g a n d t r a n s m i s s i o n o f i n f o r m a t i o n a b o u t p e r i p h e r a l 
i n f l a m m a t o r y i n s u l t s t o t h e b r a i n . 5 2 " 5 6 ' 6 1 , 1 0 3 - 1 0 5 I t i s i m p r o b a b l e t h a t 
d y s f u n c t i o n a l C h P , b a t h e d i n a C S F m a r k e d b y i n f l a m m a t o r y c h a n g e s , 8 4 

s e n s e s a n d t r a n s m i t s s u c h i n f o r m a t i o n t o t h e b r a i n i n A D c o r r e c t l y . 
T h e r e f o r e , t h e C h P i n A D l i k e l y m i s c o n s t r u e s t h e p e r i p h e r a l i n f l a m m a 
t o r y s t a t u s a n d c o n t r i b u t e s t o t h e p r o - i n f l a m m a t o r y s t a t e o f t h e b r a i n 
b e y o n d n o r m a l a g i n g , 3 1 , 3 2 , 1 0 6 - 1 0 8 w h i c h p r o m o t e s s y n a p t i c f a i l u r e , 
i m p a i r s b r a i n c o n n e c t i v i t y , r e d u c e s c o g n i t i v e r e s e r v e , a n d u l t i m a t e l y 
c u l m i n a t e s i n c o g n i t i v e d e c l i n e . 

W e i d e n t i f y s t r u c t u r a l c h a n g e s o f t h e C h P i n v i v o i n p a t i e n t s w i t h 
A D , w h i c h c o r r e l a t e w i t h a g i n g a n d i n v e r s e l y w i t h c o g n i t i v e p e r f o r 
m a n c e . O u r f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s l y r e p o r t e d a s s o c i 
a t i o n s b e t w e e n C h P v o l u m e s , b i o m a r k e r s o f A D a n d c o g n i t i o n . 7 0 , 7 1 

T h e y e x t e n d p r e v i o u s l y n o t e d a s s o c i a t i o n b e t w e e n a g i n g 6 5 a n d C h P 
b y s h o w i n g t h a t i n c r e a s e d C h P v o l u m e s w i t h a g i n g u n d e r g o f u r t h e r 
i n c r e a s e a n d s i g n i f i c a n t r e m o d e l i n g o f t h e i r s h a p e s i n A D . C o n s i d e r 
i n g t h e p a u c i t y o f i n v i v o s t u d i e s o f t h e C h P , i t is e s s e n t i a l t o d i s c e r n 
t h e d i a g n o s t i c v a l u e o f C h P c h a n g e s i n A D d e f i n e d w i t h b i o m a r k e r s , 1 0 9 
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post-mortem110 o r s y n d r o m i c a l l y , 1 3 a n d r e l a t i v e t o o t h e r d e m e n t i a s . 
G i v e n t h e l a c k o f e f f i c i e n t t r e a t m e n t s f o r A D , o u r w o r k s u g g e s t s 
t h a t s t r a t e g i e s t a r g e t i n g C h P m a y b e a n o v e l a n d p r o m i s i n g t h e r 
a p e u t i c o p t i o n i n t h e i n s t a n c e o f A D a n d o t h e r n e u r o d e g e n e r a t i v e 
d i s o r d e r s . 1 1 1 ' 1 1 2 

1.4 I Limitations, unanswered questions, and 
future directions 

A l t h o u g h t h e u s e o f post-mortem C h P t i s s u e i s c r i t i c a l t o d o c u m e n t 
h u m a n p a t h o l o g y , i t c o m e s w i t h s e v e r a l s h o r t c o m i n g s . S u c h t i s s u e s 
c a n n o t p r o v i d e m e c h a n i s t i c i n s i g h t s a n d a r e i n e v i t a b l y s u b j e c t t o a 
d e g r e e o f d a m a g e c a u s e d b y d e l a y e d c o l l e c t i o n . T o c i r c u m v e n t t h e 
l a t t e r , w e p e r f o r m e d M R I i m a g i n g s t u d i e s i n p a t i e n t s w i t h A D . C o n s i d 
e r i n g t h i s w a s a p i l o t s t u d y , t h e r e s u l t s a w a i t f u r t h e r v a l i d a t i o n u s i n g 
l a r g e r s a m p l e s i z e s , d i f f e r e n t c o h o r t s , a n d o p t i m a l l y l o n g i t u d i n a l s t u d y 
d e s i g n . 

D e s p i t e t h e r e p e r t o i r e o f C h P p a t h o l o g i e s d e s c r i b e d i n A D , t h e 
m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g C h P d a m a g e i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D r e m a i n 
u n c l e a r . C o n s i d e r i n g C h P i s b a t h e d i n t h e C S F , w h i c h i s s i g n i f i c a n t l y 
a l t e r e d i n A D , a d i r e c t r o l e o f t h e C S F c o m p r o m i s i n g C h P p r o v i d e s 
t h e s i m p l e s t e x p l a n a t i o n . H o w e v e r , t h e f a c t t h a t a g i n g i s t h e m a j o r 
r i s k f a c t o r f o r A D a n d s i m u l t a n e o u s l y a f f e c t s C h P a n d C S F s u g g e s t s 
t h a t i n h e r e n t c h a n g e s o f t h e C h P b e y o n d n o r m a l a g i n g p e r s e c o u l d 
a l s o b e a t p l a y . I t r e m a i n s i n f a c t u n k n o w n w h e t h e r u p r e g u l a t i o n 
o f t h e h o s t - d e f e n s e p r o g r a m s 1 1 3 o c c u r s p r o p e r l y d u r i n g a g i n g w i t h 
e n h a n c e d A D r i s k . A l t h o u g h c u r r e n t s t u d i e s s u g g e s t t h a t i n c r e a s e d 
C h P v o l u m e s o b s e r v e d b y u s a n d o t h e r s 7 0 , 7 1 i n A D a r e n o t t h e r e s u l t 
o f c o m p e n s a t o r y i n c r e a s e i n t h e C S F p r o d u c t i o n , 6 9 , 9 8 " b u t r a t h e r o f 
p e r t u r b e d l o c a l b l o o d f l o w a n d p e r m e a b i l i t y , 1 1 4 , 1 1 5 s i g n i f i c a n t f u r t h e r 
w o r k is n e e d e d t o p r o v i d e a m e c h a n i s t i c a c c o u n t o f t h e o b s e r v e d s t r u c 
t u r a l c h a n g e s , t h e e f f e c t s o f s y s t e m i c a r t e r i a l h y p e r t e n s i o n , 1 1 6 a n d 
c o r r e l a t i o n s w i t h a g i n g a n d c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e . 

R e g a r d l e s s o f t h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g C h P p a t h o l o g y i n A D , 
t h e i n f l a m m a t o r y , m e t a b o l i c , a n d o t h e r c h a n g e s o f t h e C h P a n d t h e 
C S F s u g g e s t t h e i r c o n t r i b u t i o n i n p e r t u r b i n g b r a i n h o m e o s t a s i s i n c l u d 
i n g t h e c o r r e c t s e n s i n g a n d t r a n s m i s s i o n o f i m m u n e s i g n a l s f r o m t h e 
p e r i p h e r y t o t h e b r a i n 2 2 , 5 0 a n d c a l l f o r s t u d i e s o f t h e r o l e o f t h e C h P 
i n t h e p a t h o g e n e s i s o f A D . R e g r e t t a b l y , c u r r e n t l a c k o f b o n a f i d e c e l l 
a n d a n i m a l m o d e l s o f s p o r a d i c A D m a k e s i t e x t r e m e l y d i f f i c u l t t o s t u d y 
m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g C h P p a t h o l o g y a n d i t s r e p e r c u s s i o n s . T e s t 
i n g h o w A D - l i k e c o m p o s i t i o n o f t h e C S F a l t e r s C h P , i n v e s t i g a t i n g t h e 
e f f e c t s o f r i s k f a c t o r s o f A D o n t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n o f C h P a n d 
r e c a p i t u l a t i n g a g i n g a n d m i m i c k i n g A D i n C h P o r g a n o i d s 1 1 7 w i l l l i k e l y 
o p e n n e w v i s t a s i n o u r u n d e r s t a n d i n g o f t h e C h P . A m o r e n u a n c e d 
u n d e r s t a n d i n g o f t r a n s c y t o s i s - m e d i a t e d r e l a y s a c r o s s t h e C h P i n A D is 
a l s o n e e d e d . S t u d y i n g C h P l o n g i t u d i n a l l y i n p a t i e n t s a f f l i c t e d b y a r a n g e 
o f n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r s , c o r r e l a t i n g i t s c h a n g e s w i t h b e h a v 
i o r , c o g n i t i o n , a n d o t h e r n e u r o l o g i c a l d e f i c i t s , e v a l u a t i n g r i g o r o u s l y 
t h e e f f e c t s o f c a r d i o v a s c u l a r a n d o t h e r r i s k f a c t o r s , a n d t e a s i n g a p a r t 
t h e e f f e c t s o f c o m p r o m i s e d C h P f r o m t h e d i s r u p t e d B B B i n A D 1 1 8 , 1 1 9 

s h o u l d b e i n f o r m a t i v e . 
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2 I CONSOLIDATED RESULTS AND STUDY 
DESIGN 

T o d i s t i n g u i s h a l t e r a t i o n s o f t h e C S F t h a t c a n c o m p r o m i s e C h P i n A D 
f r o m t h e e f f e c t s o f a g i n g , w e f i r s t r e - e x a m i n e d a p u b l i c l y a v a i l a b l e C S F 
p r o t e o m i c d a t a s e t r e p r e s e n t a t i v e o f a w i d e a g e r a n g e o f c o g n i t i v e l y 
i n t a c t h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s w i t h A D ( F i g u r e 1 A ) . H a l f o f t h e 
m o s t s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s i d e n t i f i e d i n t h e w h o l e 
c o h o r t c o n s i s t e d o f p a t h w a y s i n v o l v i n g i n f l a m m a t i o n ( F i g u r e I B ) . 
W h e n t h e c o h o r t w a s s p l i t t o c o m p a r e A D p a t i e n t s w i t h h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s , o n l y i n n a t e i m m u n i t y , n e u t r o p h i l d e g r a n u l a t i o n , c o m p l e 
m e n t c a s c a d e , a n d a m y l o i d f i b e r f o r m a t i o n r e l a t e d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s 
r a n k e d h i g h e r i n s i g n i f i c a n c e i n A D ( F i g u r e 1 C ) . T h e m o s t p r o m i n e n t 
c h a n g e s i n b i o l o g i c a l p r o c e s s e s c o i n c i d e d w i t h t h e a g e p e r i o d w i t h t h e 
h i g h e s t i n c i d e n c e o f A D a n d c o n s i s t e d o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s i n v o l v e d 
i n t h e i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e , t h e i m m u n e s y s t e m , i n t e r l e u k i n s i g n a l 
i n g , c y t o k i n e - m e d i a t e d s i g n a l i n g , i n n a t e i m m u n e s y s t e m a n d i m m u n e 
c e l l a c t i v a t i o n ( F i g u r e I E a n d F ) . F u r t h e r m a s s s p e c t r o m e t r y a n a l 
y s e s r e v e a l e d t h a t t h e s a m e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s w e r e a l t e r e d a l s o 
i n i n f l a m m a t o r y a n d o t h e r n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r s o f t h e b r a i n 
( F i g u r e 2 A - C ) . H o w e v e r , i n t h e s e d i s o r d e r s , d i f f e r e n t p r o t e i n s u n d e r 
l a y f u r t h e r e x a c e r b a t e d i n f l a m m a t o r y p a t h w a y s c o m p a r e d w i t h A D 
( F i g u r e 2 D ) . 

T o t e s t w h e t h e r C S F a b n o r m a l i t i e s i n A D a r e a c c o m p a n i e d b y 
c o m p r o m i s e d C h P , t h e C h P w e r e h a r v e s t e d f r o m l a t e r a l c e r e b r a l v e n 
t r i c l e s i n c l u d i n g t h e i r t e m p o r a l h o r n s a n d e x a m i n e d f o r t h e i r g r o s s 
s t r u c t u r e . L i g h t m i c r o s c o p y o f H & E s t a i n e d F F P E s e c t i o n s o f C h P 
s h o w e d s i m i l a r d e g r e e o f e p i t h e l i a l a t r o p h y , s t r o m a l f i b r o s i s , b l o o d v e s 
s e l t h i c k e n i n g , a n d c a l c i f i c a t i o n s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s 
w i t h A D ( F i g u r e 3 A a n d B, F i g u r e S 1 A - D ) . F u r t h e r m o r e , e x a m i n a 
t i o n o f t h e n e u r o p a t h o l o g i c a l h a l l m a r k s o f n e u r o d e g e n e r a t i o n f o u n d 
n o a m y l o i d d e p o s i t s , n e u r o f i b r i l l a r y c h a n g e s , n o r a - s y n u c l e i n i n c l u 
s i o n s i n t h e C h P o f h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s a f f l i c t e d b y e a r l y 
o r l a t e A D o r A D w i t h P a r k i n s o n ' s d i s e a s e ( P D ) ( F i g u r e S 1 E - T ) . T o 
e x a m i n e i n f l a m m a t o r y c h a n g e s , t h e C h P w e r e e v a l u a t e d f o r i n f l a m 
m a t o r y i n f i l t r a t e s , a c t i v a t i o n o f t h e i m m u n e c e l l s a n d t h e c y t o k i n e 
l e v e l s . H & E s t a i n e d C h P s h o w e d s i m i l a r n u m b e r o f i n f l a m m a t o r y 
c e l l s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s a f f l i c t e d b y A D ( F i g u r e 3 C ) . 
T h i s f i n d i n g w a s f u r t h e r c o n f i r m e d b y s t a i n i n g F F P E C h P s e c t i o n s 
w i t h a n a n t i - C D 6 8 a n t i b o d y , a b o n a f i d e m a r k e r o f m a c r o p h a g e s 
( F i g u r e 3 D ) . S i n c e l a c k o f i n f l a m m a t o r y i n f i l t r a t e s d o e s n o t i n f o r m 
a b o u t t h e a c t i v a t i o n o f t h e i m m u n e c e l l s i n t h e C h P , w e n e x t e x a m 
i n e d t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f d i f f e r e n t m a r k e r s o f t h e i m m u n e s y s t e m 
a c t i v a t i o n b y R T - P C R . T h e r e w e r e n o d i f f e r e n c e s i n t h e e x p r e s s i o n 
l e v e l s o f d i f f e r e n t m a r k e r s o f t h e a c t i v a t i o n r e c e p t o r s , c y t o k i n e s , 
i m m u n e c e l l a c t i v a t i o n , a s w e l l a s o f t h e T - c e l l a c t i v a t i o n b e t w e e n 
h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d p a t i e n t s w i t h A D ( F i g u r e 3 E ) . W e l a s t m e a 
s u r e d c y t o k i n e s i n l y s a t e s p r e p a r e d f r o m s n a p f r o z e n C h P a n d f o u n d 
s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s i n s e v e r a l p r o - a n d a n t i - i n f l a m m a t o r y 
c y t o k i n e s i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s ( F i g u r e 3 F , 
F i g u r e S 2 ) . 

T o i n v e s t i g a t e C h P i n A D f u r t h e r , w e m e a s u r e d t h e c o n c e n t r a t i o n s 
o f a s u b s e t o f r a n d o m l y s e l e c t e d C S F p r o t e i n s a s a p r o x y m e a s u r e 
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(A) Cohort 
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INFLAMMATORY RESPONSE 
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g. 
TGFb RECEPTOR COMPLEX SIGNALING m 
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INNATE IMMUNE SYSTEM 

IMMUNE CELL ACTIVATION 
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F I G U R E l C S F i n a g i n g a n d A D . ( A ) C h a r a c t e r i s t i c s o f t h e C S F p r o t e i n d a t a b a s e f r o m t h e E m o r y G o i z u e t a A D R C c o h o r t . ( B ) T h e m o s t 
s i g n i f i c a n t I n g e n u i t y p a t h w a y s b a s e d o n t h e C S F p r o t e i n s c h a n g e d b y a g i n g (p < 0 . 0 5 ) . ( C ) T h e m o s t s i g n i f i c a n t I n g e n u i t y p a t h w a y s b a s e d o n t h e 
C S F p r o t e i n s c h a n g e d b y a g i n g i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s versus A D (p < 0 . 0 5 ) . ( D ) V o l c a n o p l o t s h o w i n g s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d C S F p r o t e i n s i n A D 
c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s i n 4 5 - 5 5 ( n = 2 9 ) , 5 6 - 6 5 ( n = 9 7 ) , 6 6 - 7 5 ( n = 1 3 3 ) a n d 7 6 - 9 0 ( n = 3 8 ) y e a r - o l d a g e g r o u p s (p < 0 . 0 5 , N S : n o t 
s i g n i f i c a n t ) . ( E ) T h e m o s t s i g n i f i c a n t I n g e n u i t y p a t h w a y s b a s e d o n t h e C S F p r o t e i n s c h a n g e d b y a g i n g i n A D c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s i n 
d i f f e r e n t a g e g r o u p s (p < 0 . 0 5 ) . ( F ) S a n k e y d i a g r a m s h o w i n g s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d i n f l a m m a t o r y p a t h w a y s i n A D c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s 
a c r o s s d i f f e r e n t a g e g r o u p s (p < 0 . 0 5 ) 

o f i t s f u n c t i o n . T h e p r o t e o t y p i c s e q u e n c e o f h a l f o f t h e r a n d o m l y 
s e l e c t e d C S F p r o t e i n s w a s s u c c e s s f u l l y v a l i d a t e d u s i n g i s o t o p i c a l l y 
l a b e l e d s t a n d a r d s a n d t h e i r c o n c e n t r a t i o n s i n t h e C h P m e a s u r e d u s i n g 
m a s s s p e c t r o m e t r y ( F i g u r e 4 A ) . I n c o n t r a s t t o o t h e r p r o t e i n s , N P C 2 
a n d T T R s h o w e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s i n t h e C h P i n p a t i e n t s 
w i t h A D c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s . T o i n v e s t i g a t e t h e s e 
p r o t e i n c h a n g e s f u r t h e r , w e s t a i n e d F F P E C h P s e c t i o n s w i t h a n t i b o d 
ies a g a i n s t N P C 2 a n d T T R . W e o b s e r v e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d m e a n 
i n t e n s i t i e s o f b o t h N P C 2 a n d T T R i n t h e C h P i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d 
w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s , p r e d o m i n a n t l y l o c a t e d i n t h e e p i t h e l i u m 
( F i g u r e 4 B a n d C ) . W h i l e b o t h p r o t e i n s h a v e b e e n p r e v i o u s l y a s s o c i 
a t e d w i t h A D , 1 2 0 1 2 1 g e n e t i c d o s a g e o f N P C 2 h a s a l s o b e e n r e p o r t e d t o 
r e g u l a t e c h o l e s t e r o l a n d l i p i d m e t a b o l i s m . 1 2 2 M a s s s p e c t r o m e t r y m e a 
s u r e m e n t s s h o w e d s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d l e v e l s o f a n t i - i n f l a m m a t o r y 
G M 1 g a n g l i o s i d e , b u t n o t o f c h o l e s t e r o l n o r o f o t h e r l i p i d s i n t h e 
C h P o f p a t i e n t s w i t h A D c o m p a r e d w i t h h e a l t h y s u b j e c t s ( F i g u r e 4 D , 
F i g u r e s S 3 a n d S 4 A - F ) . 

T o t e s t w h e t h e r c h a n g e s i d e n t i f i e d i n t h e C h P p o s t mortem h a v e 
a c l i n i c a l o r i n v i v o c o r r e l a t e i n A D , w e s t u d i e d C h P u s i n g 1 . 5 T M R I 
( F i g u r e 5 A ) . T h e T l w e i g h t e d s e q u e n c e s o f C h P s h o w e d s i g n i f i c a n t l y 
i n c r e a s e d i n t e n s i t i e s i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d 
u a l s , w h i c h s u g g e s t s t h a t C h P u n d e r g o e s c h a n g e s i n i t s c o m p o s i t i o n 

i n t h e c o u r s e o f A D ( F i g u r e 5 B ) . E x a m i n a t i o n o f t h e s h a p e s o f 3 D 
r e c o n s t r u c t e d r e p r e s e n t a t i o n s o f t h e C h P is c o n s i s t e n t w i t h s i g n i f 
i c a n t r e m o d e l i n g i n A D c o n s i d e r i n g t h e o v e r a l l h y p e r t r o p h y o f t h e 
C h P a c c o m p a n i e d b y i t s a t r o p h y a l o n g t h e a n t e r i o r m a r g i n s e x t e n d 
i n g d i s t a l l y t o w a r d h i p p o c a m p i ( F i g u r e 5 C ) . A u t o m a t e d v o l u m e t r i c 
m e a s u r e m e n t s o f h i p p o c a m p i , c e r e b e l l a r c o r t i c e s a n d C h P f o u n d s i g 
n i f i c a n t l y r e d u c e d v o l u m e s o f t h e h i p p o c a m p i , n o c h a n g e s i n c e r e b e l l a r 
c o r t i c e s a n d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d v o l u m e s o f C h P i n p a t i e n t s w i t h 
A D ( F i g u r e s 5 D a n d 5 E ) . T o c o n f i r m t h i s f i n d i n g , v o l u m e s o f 3 D r e c o n 
s t r u c t e d r e p r e s e n t a t i o n s w e r e a l s o m e a s u r e d a n d s h o w e d s i g n i f i c a n t l y 
r e d u c e d h i p p o c a m p a l a n d i n c r e a s e d C h P v o l u m e s i n A D p a t i e n t s 
( F i g u r e 5 F ) . C h P v o l u m e s a r e i n t h i s c a s e s m a l l e r , b e c a u s e 3 D r e p 
r e s e n t a t i o n s a r e b a s e d o n c o n t i n u o u s t r i a n g u l a t e d s u r f a c e s a n d t h u s 
m o r e a c c u r a t e c o m p a r e d w i t h t h e a u t o m a t e d m e a s u r e m e n t s , w h i c h 
a r e v u l n e r a b l e t o i n c l u d e a l s o a r t e f a c t u a l v o x e l s . M a n u a l m e a s u r e 
m e n t s o f C h P i n a r a n d o m l y s e l e c t e d s u b s e t o f M R I b r a i n i m a g e s f u r t h e r 
c o n f i r m e d t h i s f i n d i n g ( F i g u r e 5 G ) . W e l a s t i m a g e d C h P a t a h i g h e r 
r e s o l u t i o n u s i n g a 3 T M R I a n d a g a i n r e p r o d u c e d p r e v i o u s l y o b s e r v e d 
i n c r e a s e d C h P v o l u m e s i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i 
v i d u a l s i n a s e p a r a t e c o h o r t ( F i g u r e 5 H ) . N o t a b l y , i n c r e a s e d C h P 
v o l u m e s c o r r e l a t e d w i t h a g e a n d i n v e r s e l y w i t h c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e 
i n p a t i e n t s w i t h A D ( F i g u r e 51 a n d 5 J ) . 
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A c t i v a t i o n o f C 3 a n d C 5 

R e g u l a t i o n o f T L R b y e n d o g e n o u s l i g a n d 
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I n n a t e I m m u n e S y s t e m / A c t i v a t i o n o f C 3 a n d C 5 

R e g u l a t i o n o f T L R b y e n d o g e n o u s l i g a n d 
T o l l - l i k e R e c e p t o r C a s c a d e s 

D i s e a s e s o f s i g n a l t r a n s d u c t i o n b y g r o w t h f a c t o r 
l n t e r l e u k i n - 4 a n d l n t e r l e u k i n - 1 3 s i g n a l i n g 
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l n t e r l e u k i n - 4 a n d l n t e r l e u k i n - 1 3 s i g n a l i n g 

I m m u n e S y s t e m 

FIG U RE 2 C S F i n A D a n d o t h e r c o n d i t i o n s ( A ) C h a r a c t e r i s t i c s o f t h e C z e c h B r a i n A g i n g S t u d y c o h o r t . ( B ) H e a t m a p r e p r e s e n t i n g h i e r a r c h i c a l l y 
c l u s t e r e d C S F p r o t e i n s i d e n t i f i e d b y t w o i n d e p e n d e n t m a s s s p e c t r o m e t e r s a n d p r o t o c o l s ( A a n d B ) i n M C I , A L y m e P , a n d A L S c o m p a r e d w i t h A D (p 
< 0 . 0 5 F D R a d j u s t e d t - t e s t ) . ( C ) T h e m o s t c o m m o n s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d R e a c t o m e p a t h w a y s i n M C I , A L y m e P , a n d A L S c o m p a r e d w i t h A D (p < 
0 . 0 5 ) . ( D ) C i r c u l a r n e t p l o t s s h o w i n g s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d i n f l a m m a t o r y C S F p r o t e i n s a n d p a t h w a y s i n A D c o m p a r e d w i t h A L y m e P a n d A L S (p < 
0 . 0 5 ) 

(A) 
jr<3 — 

IL-1b 
I C v t o k i n e s a n d c h e m o k i n e 

IL-6 I | A c t i v a t i o n s t a t u s o f i m m u n e ce l l s 
T ce l l ac t i va t i on r e c e p t o t s 

TGF(5 E Z j R e c e p t o r s tor D A M P S a n d P A M P S TGFp' 

FIG U RE 3 S t r u c t u r e a n d t h e i n f l a m m a t o r y s t a t u s o f t h e C h P i n A D . ( A ) R e p r e s e n t a t i v e H & E s t a i n e d F F P E s e c t i o n o f t h e C h P . ( B ) P e r c e n t a g e o f 
h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s s h o w i n g e p i t h e l i a l a t r o p h y , s t r o m a l f i b r o s i s , v e s s e l t h i c k e n i n g a n d c a l c i f i c a t i o n s i n t h e C h P . O n e t e c h n i c a l 
r e p l i c a t e ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( C ) A v e r a g e n u m b e r o f i n f l a m m a t o r y c e l l s i n H & E s t a i n e d C h P f r o m h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D 
p a t i e n t s . M e a n n u m b e r o f c e l l s p e r s i x h i g h - p o w e r m i c r o s c o p y f i e l d s p e r s e c t i o n ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( D ) A n t i - C D 6 8 a n t i b o d y 
l a b e l l e d c e l l s i n t h e C h P o f h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s . M e a n n u m b e r o f c e l l s p e r 1 0 h i g h - p o w e r m i c r o s c o p y f i e l d s p e r s e c t i o n ± S . E . M . ; 
t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( E ) E x p r e s s i o n l e v e l s o f m a r k e r s o f t h e a c t i v a t i o n o f t h e C h P i m m u n e c e l l s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . T h e l i n e s 
c r o s s i n g c e n t r a l , m i d d l e a n d o u t e r m o s t c i r c l e r e p r e s e n t d i s t a n c e s c o r r e s p o n d i n g t o n o r m a l i z e d C T v a l u e s o f 1 , 6 , a n d 1 2 , r e s p e c t i v e l y . ( F ) E U S A r r a y 
m e a s u r e d C h P c y t o k i n e l e v e l s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . M e a n o f 3 t e c h n i c a l r e p l i c a t e s p e r s a m p l e ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) 
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3 I DETAILED METHODS AND RESULTS 

3.1 I DETAILED METHODS 

3 . 1 . 1 I S t u d y p a r t i c i p a n t s 

C l i n i c a l d a t a a n d s a m p l e s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e E m o r y G o i z u e t a 
A D R C C S F p r o t e o m i c s o f 3 0 0 i n d i v i d u a l s , 8 2 8 3 U C S D S h i l e y - M a r c o s 
A D R C , t h e C z e c h B r a i n A g i n g S t u d y , 1 2 3 t h e A r g e n t i n a A D N I , 1 2 4 t h e 
B a r r o w N e u r o l o g i c a l I n s t i t u t e 1 2 5 a n d t h e I m p e r i a l C o l l e g e P a r k i n s o n ' s 
U K B r a i n B a n k 1 2 6 ( T a b l e S I ) . C o l l e c t i o n o f a l l s a m p l e s w a s a p p r o v e d b y 
t h e I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d s o f e a c h p a r t i c i p a t i n g i n s t i t u t i o n w i t h 
w r i t t e n c o n s e n t o b t a i n e d f r o m a l l t h e i n d i v i d u a l s . 

3 . 1 . 2 I T i s s u e c o l l e c t i o n 

C S F s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a n d s t o r e d f o l l o w i n g b e s t p r a c t i c e p r o t o 
c o l s s e t f o r t h b y t h e N a t i o n a l I n s t i t u t e s o f H e a l t h A l z h e i m e r ' s D i s e a s e 
R e s e a r c h C e n t e r s ( N I H A D R C s ) a n d o t h e r s 1 2 3 1 2 5 - 1 2 8 . 

3 . 1 . 3 I C o g n i t i v e t e s t i n g 

A l l s t u d y i n d i v i d u a l s u n d e r w e n t c o m p r e h e n s i v e d i a g n o s t i c s c o n s i s t 
i n g o f c l i n i c a l e v a l u a t i o n i n c l u d i n g l a b o r a t o r y t e s t s a n d b r a i n i m a g i n g 
a c c o r d i n g t o N I H a n d o t h e r b e s t p r a c t i c e g u i d e l i n e s . 1 2 3 1 2 5 A L y m e P 
w a s d i a g n o s e d w h e n i n d i v i d u a l s d e m o n s t r a t e d c l i n i c a l c h a r a c t e r i s 
t i c s , i n c r e a s e d C S F l e u k o c y t e c o u n t a n d p o s i t i v e s e r o l o g y f o r Borrelia 
burgdorferi. 

3 . 1 . 4 I P a t h o l o g y 

S e n i l e p l a q u e s w e r e p r o b e d u s i n g t h e p r i m a r y a n t i b o d y r e c o g n i z i n g 
a m y l o i d - / ? ( 4 G 8 , C o v a n c e ) , n e u r o f i b r i l l a r y c h a n g e s u s i n g a n a n t i b o d y 
a g a i n s t p h o s p h o r y l a t e d t a u ( A T 8 , T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) , a n d L e w y 
p a t h o l o g y u s i n g t h e a - s y n u c l e i n c l o n e 4 2 a n t i b o d y ( # 6 1 0 7 8 7 , B D 
T r a n s d u c t i o n L a b s ) . 

3 . 1 . 5 I E L I S A r r a y 

C h P w e r e h o m o g e n i z e d u s i n g a B u l l e t B l e n d e r ( N e x t A d v a n c e ) . S a m 
p l e s w e r e a s s e s s e d f o r t h e i r p r o t e i n c o n t e n t u s i n g P i e r c e B C A p r o t e i n 

A l z h e i m e r ' s (^Dementia® i ? 
T H E J O U R N A L O F T H E A L Z H E I M E R ' S A S S O C I A T I O N 

a s s a y ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . C y t o k i n e s w e r e m e a s u r e d u s i n g 
M u l t i - A n a l y t e E L I S A r r a y ( Q I A G E N ) . C y t o k i n e l e v e l s w e r e d e t e r m i n e d 
b a s e d o n t h e a b s o r b a n c e v a l u e s o f n e g a t i v e ( b u f f e r ) a n d p o s i t i v e ( s t a n 
d a r d s f o r a l l c y t o k i n e s e x a m i n e d ) c o n t r o l s . A l l m e a s u r e m e n t s w e r e 
n o r m a l i z e d t o t h e t o t a l p r o t e i n c o n t e n t . 

3 . 1 . 6 I W e s t e r n b l o t s 

P r o t e i n l y s a t e s w e r e s e p a r a t e d o n 4 % - 2 0 % s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e 
( S D S ) - p o l y a c r y l a m i d e g e l s a n d t r a n s f e r r e d t o p o l y v i n y l i d e n e f l u o r i d e 
( P V D F ) m e m b r a n e s ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s ) . A f t e r b l o c k i n g , m e m 
b r a n e s w e r e i n c u b a t e d w i t h a n t i b o d i e s a g a i n s t i n t e r l e u k i n 2 ( I L - 2 ; 
D 7 A 5 , C e l l S i g n a l i n g T e c h n o l o g y ) , I L - 6 ( # 6 6 7 2 , A b e a m ) , I L - 1 0 ( # 3 4 8 4 3 , 
A b e a m ) , t u m o r n e c r o s i s f a c t o r a ( T N F a ; # 9 7 3 9 , A b e a m ) , a n d t r a n s 
f o r m i n g g r o w t h f a c t o r b e t a ( T G F / 2 1 ; # 3 7 1 1 , C e l l S i g n a l i n g T e c h n o l o g y ) . 
C y t o k i n e l e v e l s w e r e n o r m a l i z e d t o / 2 - a c t i n . 

3 . 1 . 7 I I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y 

T h e P P F E C h P s e c t i o n s w e r e b l o c k e d a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t w i t h 
p r i m a r y a n t i b o d i e s a g a i n s t N P C 2 ( 1 : 5 0 , s c - 1 6 6 4 4 9 , S a n t a C r u z ) , T T R 
( 1 : 5 0 0 , A 0 0 0 2 , D A K O ) , C D 3 ( 1 : 5 0 0 , N C L - L C D 3 - 5 6 5 , N o v o c a s t r a ) , o r 
C D 6 8 ( 1 : 1 0 0 , a b 9 5 5 , A b e a m ) . 

3 . 1 . 8 I G e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s 

R N A w a s p r e p a r e d u s i n g t h e m i R N e a s y k i t ( Q i a g e n , G e r m a n y ) a n d 
t r a n s c r i b e d u s i n g t h e H i g h - C a p a c i t y c D N A R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n K i t 
( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . Q u a n t i t a t i v e R T - P C R ( q P C R ) w a s c a r r i e d 
o u t w i t h T a q m a n p r o b e s ( T a q m a n G e n e E x p r e s s i o n A s s a y , T h e r m o 
F i s h e r S c i e n t i f i c ) u s i n g T a q M a n G e n e E x p r e s s i o n M a s t e r M i x ( T h e r m o 
F i s h e r S c i e n t i f i c ) . q P C R a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g a L i g h t C y c l e r II 
( R o c h e ) . T h e C t v a l u e s ( A C t ) o f g e n e s o f i n t e r e s t w e r e n o r m a l i z e d t o 
h o u s e - k e e p i n g g e n e s . 

3 . 1 . 9 I M i c r o s c o p y a n d i m a g e p r o c e s s i n g 

C h P i m a g e s w e r e a c q u i r e d a t l O x u s i n g A x i o S c a n . Z l s c a n n e r m i c r o 
s c o p e ( Z e i s s ) . A c q u i r e d i m a g e s w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e I m a g e P r o 
P r e m i e r 3 D s o f t w a r e ( M e d i a C y b e r n e t i c s ) . D i s t r i b u t i o n o f N P C 2 a n d 
T T R w a s e x a m i n e d u s i n g a 6 3 x o i l - i m m e r s i o n o b j e c t i v e w i t h a c o n f o c a l 
l a s e r s c a n n i n g m i c r o s c o p e ( Z e i s s ) . 

p r o t e o t y p i c p e p t i d e s u s e d t o q u a n t i f y C h P p r o t e i n s ( r i g h t ) a n d s t a b l e i s o t o p i c a l l y l a b e l e d s y n t h e t i c p e p t i d e s ( l e f t ) . M e a n o f s i x t e c h n i c a l r e p l i c a t e s 
p e r s a m p l e ± S . E . M . ; t w o - s a m p l e r - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( B ) M e a n i n t e n s i t i e s o f N P C 2 a n d T T R i n t h e s c a n n e d C h P o f h e a t h y i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s 
( m a g n i f i c a t i o n b a r 1 0 0 fi). M e a n o f 9 0 t e c h n i c a l r e p l i c a t e s p e r s a m p l e ± S . E . M . ; t w o - s a m p l e r - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( C ) M e a n N P C 2 a n d T T R i n t e n s i t i e s i n 
t h e c o n f o c a l i m a g e s o f t h e C h P e p i t h e l i u m a n d s t r o m a i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D ( m a g n i f i c a t i o n b a r 10 fi). M e a n o f 3 - 1 2 t e c h n i c a l 
r e p l i c a t e s ± S E M ; r e p e a t e d m e a s u r e s (p < 0 . 0 5 ) . ( D ) L e v e l s o f C h P g a n g l i o s i d e s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . M e a n o f s i x t e c h n i c a l r e p l i c a t e s p e r 
s a m p l e ± S E M ; t w o - s a m p l e r - t e s t (p < 0 . 0 5 ) 
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3 . 1 . 1 0 I Q u a n t i t a t i v e h i s t o l o g y 

S i x h i g h - m a g n i f i c a t i o n C h P i m a g e s p e r s e c t i o n s t a i n e d w i t h e i t h e r H & E 
o r t h e a n t i - C D - 6 8 a n t i b o d y w e r e s c o r e d f o r t h e n u m b e r o f i n f l a m m a 
t o r y c e l l s . T o m e a s u r e t o t a l m e a n N P C 2 a n d T T R i n t e n s i t i e s , a g r i d o f 
5 0 0 x 5 0 0 p i x e l s q u a r e s w a s p l a c e d o v e r e a c h i m a g e . A t o t a l o f 3 0 g r i d 
s q u a r e s w e r e r a n d o m l y s e l e c t e d t o s a m p l e i n t e n s i t i e s a c r o s s t h e e n t i r e 
C h P . T h r e e r e c t a n g u l a r r e g i o n s o f i n t e r e s t p e r e a c h g r i d s q u a r e w e r e 
e x a m i n e d f o r a t o t a l o f 9 0 r e g i o n s o f i n t e r e s t p e r i m a g e . M e a n i n t e n 
s i t i e s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g I m a g e P r o P r e m i e r 3 D s o f t w a r e ( M e d i a 
C y b e r n e t i c s ) . T o e x a m i n e t h e d i s t r i b u t i o n o f N P C 2 a n d T T R w i t h i n 
t h e C h P , t h e s e c t i o n s w e r e i m a g e d w i t h a 6 3 x o i l - i m m e r s i o n o b j e c t i v e 
u s i n g a c o n f o c a l l a s e r s c a n n i n g m i c r o s c o p e ( Z e i s s ) . 1 - 4 C h P g r a p e - l i k e 
s t r u c t u r e s i n t h r e e i n d e p e n d e n t f i e l d s o f v i e w w e r e s a m p l e d p e r e a c h 
s l i d e . 

3 . 1 . 1 1 I M a s s s p e c t r o m e t r y p r o t e o m i c s o f t h e C S F 

C S F s a m p l e s w e r e a n a l y z e d u s i n g t w o i n d e p e n d e n t m a s s s p e c t r o m 
e t r y p r o t o c o l s . A c c o r d i n g t o t h e f i r s t p r o t o c o l ( A ) , t h r e e t e c h n i c a l 
r e p l i c a t e s o f 5 0 0 n g o f t r y p t i c p e p t i d e s p e r s a m p l e w e r e a n a 
l y z e d b y L C - M S / M S u s i n g a n U l t i M a t e 3 0 0 0 R S L C n a n o s y s t e m 
( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) c o u p l e d v i a a n E A S Y - s p r a y i o n s o u r c e 
( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) t o a n O r b i t r a p E l i t e m a s s s p e c t r o m e 
t e r ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . A c c o r d i n g t o t h e s e c o n d p r o t o c o l , 
o n e t e c h n i c a l r e p l i c a t e o f 1 fig o f t r y p t i c p e p t i d e s p e r s a m p l e w a s 
a n a l y z e d b y L C - M S / M S u s i n g a n U l t i M a t e 3 0 0 0 R S L C n a n o s y s t e m 
c o u p l e d t o a n O r b i t r a p F u s i o n L u m o s t r i b r i d m a s s s p e c t r o m e t e r 
( b o t h T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . 

3 . 1 . 1 2 I C S F p r o t e o m i c d a t a p r o c e s s i n g 

T h e r a w d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g M a x Q u a n t s o f t w a r e ( v e r s i o n 
1 . 5 . 6 . 5 ) . T h e M a x Q u a n t o u t p u t f i l e ( P r o t e i n G r o u p s . t x t ) w a s u p l o a d e d 
i n t o P e r s e u s s o f t w a r e ( v e r s i o n 1 . 6 . 1 . 1 ) . P r e v i o u s l y d e s c r i b e d 3 0 0 
p a t i e n t E m o r y c o h o r t C S F t a n d e m m a s s t a g ( T M T ) - b a s e d q u a n t i t a t i v e 
d i s c o v e r y m o d e p r o t e o m i c s d a t a s e t 8 2 , 8 3 w a s r e - a n a l y z e d f o r a g e -
s t r a t i f i e d d i f f e r e n c e s . I n c o n t r a s t t o p r e v i o u s w o r k , r e g r e s s i o n o f a g e 
w a s n o t p e r f o r m e d i n t h e c u r r e n t a n a l y s i s . 
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3 . 1 . 1 3 I P r o c e s s i n g o f C h P t i s s u e f o r m a s s 
s p e c t r o m e t r y a s s a y s a n d g l o b a l l i p i d a n a l y s i s 

C h P s a m p l e s w e r e h o m o g e n i z e d u s i n g B e a d B l a s t e r 2 4 ( B e n c h m a r k 
S c i e n t i f i c I n c . ) . I s o p r o p a n o l w a s a d d e d t o e a c h s a m p l e , w h i c h w a s v o r -
t e x e d , s o n i c a t e d , a n d c e n t r i f u g e d a t R T . T h e s u p e r n a t a n t w a s t h e n 
r e m o v e d f o r t h e g a n g l i o s i d e a n d o t h e r a s s a y s ( l i p i d e x t r a c t ) . R e m a i n 
i n g p e l l e t s w e r e d r i e d ( S a v a n t S D P 1 2 1 P, S p e e d V a c , T h e r m o F i s h e r 
S c i e n t i f i c ) , r e c o n s t i t u t e d u s i n g g l a s s b e a d s i n A m B i c b u f f e r w i t h S D C , 
h o m o g e n i z e d , v o r t e x e d a n d s o n i c a t e d ( p r o t e i n e x t r a c t ) . S y n t h e t i c i s o -
t o p i c a l l y l a b e l e d s t a n d a r d p e p t i d e s c o n t a i n i n g a n e n z y m a t i c a l l y c l e a v -
a b l e t a g a t C - t e r m i n u s w e r e a d d e d t o c o n t r o l f o r t h e v a r i a n c e i n t r y p s i n 
d i g e s t i o n . 

3 . 1 . 1 4 I V a l i d a t i o n o f m a s s s p e c t r o m e t r y t a r g e t s 

G a n g l i o s i d e s w e r e q u a n t i f i e d u s i n g s e l e c t e d r e a c t i o n m o n i t o r i n g 
( S R M ) a s s a y s i n l i p i d e x t r a c t s , w h i c h w e r e i n t e r n a l l y s t a n d a r d i z e d w i t h 
i s o t o p i c a l l y l a b e l e d G M 1 a n d G M 3 , r e s p e c t i v e l y . P r o t e i n s w e r e a l s o 
a n a l y z e d u s i n g S R M a s s a y s f o r p r o t e o t y p i c p e p t i d e s as p r o t e i n s u r 
r o g a t e s . T e n t a t i v e i d e n t i f i c a t i o n s o f p r o t e o t y p i c p e p t i d e s d e t e c t e d i n 
C h P a n d c o n c o r d a n t w i t h t h e S k y l i n e i R T R e t e n t i o n T i m e P r e d i c t i o n 
a l g o r i t h m w e r e v a l i d a t e d u s i n g t h e i r i s o t o p i c a l l y - l a b e l e d a n a l o g s . 

3 . 1 . 1 5 I M a s s s p e c t r o m e t r y q u a n t i t a t i v e p r o t e i n 
a s s a y s 

D r i e d s o l i d - p h a s e e x t r a c t s o f C h P d i g e s t s w e r e r e c o n s t i t u t e d i n a c e -
t o n i t r i l e w i t h f o r m i c a c i d . S a m p l e s w e r e a n a l y z e d u s i n g E S I - U H P L C -
S R M m a s s s p e c t r o m e t r y o n a t r i p l e q u a d r u p o l e m a s s a n a l y z e r ( 1 2 9 0 
I n f i n i t y I I a n d 6 4 9 5 B , A g i l e n t ) i n p o s i t i v e i o n d e t e c t i o n m o d e . 

3 . 1 . 1 6 I M a s s s p e c t r o m e t r y g a n g l i o s i d e a s s a y s 

G a n g l i o s i d e s i n l i p i d e x t r a c t s o f C h P w e r e e x a m i n e d u s i n g b o t h E S I -
U H P L C - S R M p o s i t i v e a n d n e g a t i v e i o n d e t e c t i o n m o d e s . G a n g l i o s i d e s 
w e r e q u a n t i f i e d w i t h t h e s t a b l e i s o t o p e - l a b e l e d G M 3 u s i n g a p p r o p r i a t e 
r e s p o n s e f a c t o r s . 

t - t e s t ( p < 0 . 0 5 ) . ( C ) M e a n c h a n g e s i n t h e s h a p e o f t h e 3 D r e p r e s e n t a t i o n s o f t h e C h P a n d h i p p o c a m p i i n A D c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s . 
S i n g l e m e a s u r e m e n t s ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( D ) E x p e r i m e n t a l d e s i g n o f t h e C h P v o l u m e t r y s t u d y . ( E ) A u t o m a t e d m e a s u r e m e n t s o f 
n o r m a l i z e d m e a n C h P , h i p p o c a m p a l a n d c e r e b e l l a r c o r t i c a l v o l u m e s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . I n d i v i d u a l m e a s u r e m e n t s ± S E M ; t w o - s a m p l e 
t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( F ) 3 D r e c o n s t r u c t i o n o f t h e C h P ( r e d ) w i t h i n t h e v e n t r i c u l a r s y s t e m ( b l u e ) i n t h e b r a i n . N o r m a l i z e d m e a n 3 D 
r e p r e s e n t a t i o n - d e r i v e d C h P a n d h i p p o c a m p a l v o l u m e s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . S i n g l e m e a s u r e m e n t s ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( G ) 
3 D r e p r e s e n t a t i o n o f m a n u a l l y t r a c e d C h P ( i n r e d ) . 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f n o r m a l i z e d a u t o m a t e d , 3 D r e c o n s t r u c t e d a n d m a n u a l l y t r a c e d C h P 
v o l u m e s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . ( H ) N o r m a l i z e d m e a n C h P , h i p p o c a m p a l a n d c e r e b e l l a r c o r t i c a l v o l u m e s i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D . 
I n d i v i d u a l m e a s u r e m e n t s ± S E M ; t w o - s a m p l e t - t e s t (p < 0 . 0 5 ) . ( I ) C o r r e l a t i o n b e t w e e n n o r m a l i z e d m e a n C h P v o l u m e s a n d a g e i n h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s a n d A D . I n d i v i d u a l m e a s u r e m e n t s ± S E M . (J) C o r r e l a t i o n b e t w e e n n o r m a l i z e d m e a n C h P v o l u m e s a n d M M S E s c o r e s i n h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s a n d A D . I n d i v i d u a l m e a s u r e m e n t s ± S E M . 
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3 . 1 . 1 7 I M a s s s p e c t r o m e t r y l i p i d a n a l y s i s 

O r b i t r a p F u s i o n ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) a n d U H P L C ( N e x e r a X 2 , 
L C - 3 0 A D , S h i m a d z u ) w i t h i d e n t i c a l C 1 8 c o l u m n ( W a t e r s C o r p o r a t i o n ) 
t h e r m o s t a t e d a t 40°C a n d g r a d i e n t e l u t i o n p r o g r a m a s s p e c i f i e d f o r 
g a n g l i o s i d e a s s a y s i n t h e p o s i t i v e i o n m o d e w e r e u s e d t o m e a s u r e l i p i d s . 

3 . 1 . 1 8 I C h o l e s t e r o l s p e c t r o p h o t o m e t r y a s s a y 

C h o l e s t e r o l w a s e x t r a c t e d f r o m 1 m g o f d r y C h P t i s s u e . T h e s a m 
p l e u l t r a - f i l t r a t e w a s t r a n s f e r r e d t o a s e p a r a t e v i a l . C h o l e s t e r o l 
w a s q u a n t i f i e d u s i n g a c o l o r i m e t r i c a s s a y ( M A K 0 4 3 , S i g m a - A l d r i c h , 
U S A ) . 

3 . 1 . 1 9 I B r a i n M R I i m a g i n g 

T l - w e i g h t e d 3 D h i g h - r e s o l u t i o n M R I i m a g e s w e r e a c q u i r e d u s i n g 
m a g n e t i z a t i o n - p r e p a r e d r a p i d g r a d i e n t e c h o ( M P - R A G E ) a n d f a s t 
s p o i l e d g r a d i e n t e c h o ( F S P G R ) p u l s e s e q u e n c e s u s i n g 1 . 5 T ( S i e m e n s 
A v a n t o ) i n t h e C z e c h B r a i n A g i n g S t u d y a n d 3 . 0 T s c a n n e r ( G E S i g n a 
H D x t ) i n t h e A r g e n t i n a A D N I . 

3 . 1 . 2 0 I M R I i n t e n s i t y m e a s u r e m e n t s 

B a s e d o n F r e e S u r f e r w r a p p e d i n R, a l l s e g m e n t e d r e g i o n s o f i n t e r e s t 
a n d t h e i r m a s k s w e r e e x p o r t e d , i n c l u d i n g C h P i n t e n s i t i e s . S i n c e r a w 
i n t e n s i t i e s o f C h P p r e c l u d e t h e i r d i r e c t u s e i n s t a t i s t i c a l a n a l y s e s , w e 
n o r m a l i z e d r a w i n t e n s i t y o f C h P t o C S F . T h e C S F s t r i p a l g o r i t h m w a s 
d e v e l o p e d b a s e d o n t h e w h i t e s t r i p a l g o r i t h m . 1 2 9 

3 . 1 . 2 1 I M R I v o l u m e t r y m e a s u r e m e n t s 

V o l u m e t r i c m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d u s i n g F r e e S u r f e r a u t o 
m a t e d a l g o r i t h m v e r s i o n v 5 . 3 ( h t t p : / / s u r f e r . n m r . m g h . h a r v a r d . 
e d u / ) 1 3 0 - 1 3 2 M R I i m a g e s w e r e f u r t h e r e v a l u a t e d u s i n g 3 D r e c o n 
s t r u c t i o n s . A u t o m a t i c s e g m e n t a t i o n o f F r e e S u r f e r w a s u s e d t o o b t a i n 
s e g m e n t a t i o n m a s k s . T o e x a m i n e 3 D d i f f e r e n c e s i n s h a p e , C h P w e r e 
r e p r e s e n t e d w i t h 4 2 4 6 m e s h p o i n t s . 

3 . 1 . 2 2 I M a n u a l M R I t r a c i n g 

M a n u a l s e g m e n t a t i o n w a s p e r f o r m e d o n a s l i c e p e r s l i c e b a s i s u s i n g 
S l i c e r ( w w w . s l i c e r . o r g ) w i t h a p a i n t b r u s h o f 0 . 5 m m . O n c e t h e r e g i o n 
o f i n t e r e s t w a s f u l l y d e l i n e a t e d , p o t e n t i a l o v e r - a n d u n d e r - s e g m e n t e d 
a r e a s w e r e c h e c k e d i n c o r o n a l o r i e n t a t i o n a n d s e g m e n t a t i o n s c o r 
r e c t e d . 3 D v o l u m e r e n d e r i n g w a s p e r f o r m e d t o t e s t f o r a p p r o p r i a t e 
s p a t i a l a p p e a r a n c e o f C h P i n l i n e w i t h t h e e x p e c t e d a n a t o m y . 

C A R N A E T A L 

3 . 1 . 2 3 I S t a t i s t i c a l a n a l y s i s 

A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e 
s o f t w a r e s ( R , P r i s m , S P S S , a n d S A S ) . C S F p r o t e o m i c a n d b r a i n i m a g 
i n g a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g R ( v . 4 . 1 . 0 ) . R C o l o r B r e w e r , i g r a p h , 
g g r a p h , a n d g g p l o t 2 p a c k a g e s w e r e u s e d f o r d i f f e r e n t i a l C S F p r o 
t e i n e x p r e s s i o n a n a l y s e s . B r a i n i m a g i n g a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d 
u s i n g W h i t e s t r i p e , F r e e S u r f e r , N e u r o B a s e . f s l r . f s b r a i n , m i s c 3 d , r g l . a n d 
g g p l o t 2 . 

3.2 I D E T A I L E D R E S U L T S 

3 . 2 . 1 I T h e e f f e c t s o f a g i n g , A D , a n d o t h e r 
n e u r o l o g i c a l d i s o r d e r s o n t h e C S F 

S i n c e C h P i s s u r r o u n d e d b y t h e C S F , p a t h o l o g i c a l C S F a l t e r a t i o n s c a n 
d i r e c t l y c o m p r o m i s e i t s s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n . T o d i s t i n g u i s h t h e s e 
a l t e r a t i o n s i n A D f r o m t h e e f f e c t s o f a g i n g , t h e m a j o r r i s k f a c t o r o f 
A D , 2 9 w e i n v e s t i g a t e d t h e r e l a t i v e a b u n d a n c e o f C S F p r o t e i n s i n a 
w e l l - e s t a b l i s h e d C S F p r o t e o m i c d a t a s e t o f h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d 
p a t i e n t s w i t h A D ( F i g u r e 1 A ) 8 2 , 8 3 H a l f o f t h e m o s t s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d 
b i o l o g i c a l p r o c e s s e s o v e r a l l c o n s i s t e d o f i n f l a m m a t i o n - r e l a t e d p a t h 
w a y s ( F i g u r e I B ) . I n c o n t r a s t t o h e a l t h y i n d i v i d u a l s , t h e m a j o r i t y o f t h e 
m o s t s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s b y a g i n g i n A D s h o w e d 
r e d u c e d r a n k i n g i n s i g n i f i c a n c e e x c e p t f o r s e l e c t p a t h w a y s i n v o l v e d i n 
i n f l a m m a t i o n a n d a m y l o i d f i b e r f o r m a t i o n ( F i g u r e 1 C ) . O n l y p a t h w a y s 
r e l a t e d t o g l u c o s e , h y a l u r o n a n m e t a b o l i s m , b i n d i n g a n d u p t a k e o f l i g -
a n d s b y s c a v e n g e r r e c e p t o r s w e r e c h a n g e d u n i q u e l y i n A D p a t i e n t s . 
O u r f i n d i n g s s u g g e s t t h a t l a r g e l y t h e s a m e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t 
c h a n g e n a t u r a l l y w i t h a g i n g b e c o m e p e r t u r b e d i n A D . 

T o i n v e s t i g a t e t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n a g i n g , i n f l a m m a t i o n , a n d 
A D f u r t h e r , w e d i v i d e d t h e C S F p r o t e o m i c c o h o r t i n t o f o u r a g e g r o u p s 
( F i g u r e I D ) . T h e m o s t p r o n o u n c e d c h a n g e s b e t w e e n A D p a t i e n t s a n d 
h e a l t h y i n d i v i d u a l s o c c u r r e d i n t h e 6 6 - t o 7 5 - y e a r - o l d a g e g r o u p , w h i c h 
a l s o s h o w e d t h e h i g h e s t r a n k i n g i n s i g n i f i c a n c e o f t h e i n f l a m m a t o r y 
p a t h w a y s c o m p a r e d w i t h a l l t h e o t h e r a g e g r o u p s ( F i g u r e I E ) . F u r 
t h e r m o r e , t h e p r o t e i n s a n d p a t h w a y s i n v o l v e d i n t h e i n f l a m m a t o r y 
c h a n g e s i n t h e C S F o f A D p a t i e n t s d i f f e r e d g r e a t l y b e t w e e n a g e g r o u p s 
( F i g u r e I F ) . T h e s e f i n d i n g s r e v e a l a n a g e - d e p e n d e n t e v o l u t i o n o f p r o 
t e i n s a n d p a t h w a y s c h a n g i n g i n t h e C S F o f p a t i e n t s w i t h A D c o m p a r e d 
w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s . 

S t u d i e s o f t h e C S F p r o t e o m i c c o h o r t p r o v i d e c o m p e l l i n g e v i d e n c e 
t h a t a g i n g p l a y s a r o l e i n t h e C S F c h a n g e s i n A D , b u t a r e n o t i n f o r m a 
t i v e r e g a r d i n g t h e i r s p e c i f i c i t y t o A D . T o i n t e r r o g a t e t h e i r s p e c i f i c i t y , 
C S F o f p a t i e n t s w i t h d e m e n t i a d u e t o A D w e r e c o m p a r e d w i t h C S F 
f r o m p a t i e n t s w i t h M C I , A L y m e P , a n d A L S ( F i g u r e 2 A ) . C S F s a m p l e s 
w e r e r u n o n t w o s e p a r a t e m a s s s p e c t r o m e t e r s a n d o n l y t h o s e C S F 
p r o t e i n s t h a t w e r e i d e n t i f i e d b y b o t h a p p r o a c h e s w e r e u s e d t o b u i l d 
t h e C S F p r o t e o m e s o f i n d i v i d u a l d i s o r d e r s ( F i g u r e 2 B ) . W h i l e t h e r e 
w e r e e x p e c t e d l y n o m a j o r d i f f e r e n c e s i n t h e C S F p r o t e o m e s b e t w e e n 
M C I a n d A D , p r e d o m i n a n t l y i n f l a m m a t o r y p a t h w a y s h a d h i g h e r 
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r a n k i n g i n s i g n i f i c a n c e i n p a t i e n t s w i t h A L y m e P a n d A L S c o m p a r e d w i t h 
A D ( F i g u r e 2 C ) . P a t i e n t s w i t h A L y m e P a n d A L S a l s o d i f f e r e d f r o m A D i n 
t h e p r o t e i n s i n v o l v e d i n t h e i n f l a m m a t o r y p a t h w a y s o f C S F ( F i g u r e 2 D ) . 
T h e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t b i o l o g i c a l p r o c e s s e s u n d e r g o i n g c h a n g e s 
i n t h e C S F i n A D a r e a f f e c t e d a l s o b y o t h e r n e u r o l o g i c a l d i s o r d e r s 
w i t h i n f l a m m a t o r y a n d f a s t e r p r o g r e s s i n g n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s 
s h o w i n g m o r e p r o n o u n c e d C S F c h a n g e s . 

3 . 2 . 2 I S t r u c t u r a l , i n f l a m m a t o r y , a n d m e t a b o l i c 
c h a n g e s o f t h e C h P i n A D 

I n f l a m m a t i o n i n v a r i a b l y a l t e r s t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n o f i n v o l v e d 
t i s s u e s . 8 4 C o n s i d e r i n g t h e i n t i m a t e c o n t a c t b e t w e e n C h P a n d C S F , t h e 
i n f l a m m a t o r y C S F a b n o r m a l i t i e s s u g g e s t p o s s i b l e d a m a g e o f t h e C h P 
s t r u c t u r e i n A D . T o e x a m i n e t h e s t r u c t u r e o f t h e C h P , F F P E s e c t i o n s 
h a r v e s t e d f r o m l a t e r a l c e r e b r a l v e n t r i c l e s i n c l u d i n g s a m p l e s f r o m t h e 
t e m p o r a l h o r n s w e r e s t a i n e d w i t h H & E ( F i g u r e 3 A ) . L i g h t m i c r o s c o p y 
r e v e a l e d c o m p a r a b l e d e g r e e o f e p i t h e l i a l a t r o p h y , s t r o m a l f i b r o s i s , 
b l o o d v e s s e l t h i c k e n i n g , a n d c a l c i f i c a t i o n s i n t h e C h P o f h e a l t h y i n d i 
v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s ( F i g u r e 3 B , F i g u r e S 1 A - D ) . S t a i n i n g f o r a m y l o i d , 
n e u r o f i b r i l l a r y c h a n g e s , a n d a - s y n u c l e i n a l s o d e m o n s t r a t e d l a c k o f h a l l 
m a r k l e s i o n s i n t h e C h P o f p a t i e n t s w i t h e a r l y o r l a t e A D o r A D w i t h P D 
( F i g u r e S 1 E - T ) . C h P , t h e r e f o r e , e x h i b i t n o o v e r t s t r u c t u r a l c h a n g e s n o r 
p a t h o l o g y i n A D . 

S t a i n i n g w i t h H & E ( F i g u r e 3 C ) o r w i t h a n t i - C D 6 8 a n d a n t i - C D 3 
a n t i b o d i e s ( F i g u r e 3 D ) , w h i c h l a b e l m a c r o p h a g e s a n d T l y m p h o c y t e s , 
r e s p e c t i v e l y , s h o w e d n o e v i d e n c e o f i n f l a m m a t o r y i n f i l t r a t e s i n A D 
p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s . W e n e x t i n v e s t i g a t e d t h e 
a c t i v a t i o n s t a t u s o f t h e C h P i m m u n e s y s t e m b y s c r e e n i n g R N A f r o m 
s n a p f r o z e n C h P f o r t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e a c t i v a t i o n r e c e p t o r s , 
T L R 4 , T L R 9 , a n d N L R P 3 ; c y t o k i n e s , IL1/3, I L 6 , a n d T G F / 3 ; i m m u n e c e l l 
a c t i v a t i o n , T R E M 1 , H L A - D R , C O X 2 , a n d M M P 9 ; a n d T - c e l l a c t i v a t i o n , 
C D 4 0 a n d C D 8 6 u s i n g R T - P C R . T h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f m a r k e r s o f t h e 
a c t i v a t i o n o f t h e i m m u n e s y s t e m w e r e c o m p a r a b l e b e t w e e n h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s ( F i g u r e 3 E ) . W e l a s t m e a s u r e d c y t o k i n e s 
i n l y s a t e s f r o m s n a p f r o z e n C h P b y a n E L I S A r r a y . I n c o n t r a s t t o h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s , A D p a t i e n t s s h o w e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s o f I L - 2 , 
I L - 4 , T N F a , a n d T G F / 3 i n t h e C h P ( F i g u r e 3 F ) . W e s e p a r a t e d l y s a t e s 
a l s o b y S D S - P A G E a n d c o n f i r m e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d c y t o k i n e l e v 
e l s i n t h e C h P o f A D p a t i e n t s ( F i g u r e S 2 ) . C h P i n A D , t h e r e f o r e , l a c k 
i n f i l t r a t i o n o r a c t i v a t i o n o f i n f l a m m a t o r y c e l l s , b u t d i s p l a y u n e x p e c t e d 
i n f l a m m a t o r y s i g n a l s . 

T o a s s e s s t h e f u n c t i o n o f t h e C h P i n A D , w e q u a n t i f i e d C S F p r o 
t e i n s i n t h e C h P a s a p r o x y m e a s u r e o f m e t a b o l i c d a m a g e . P r o t e o t y p i c 
s e q u e n c e s o f 8 o u t o f 1 6 r a n d o m l y s e l e c t e d C S F r e s i d e n t p r o t e i n s 
p a s s e d t h e v a l i d a t i o n a n d t h e i r C h P l e v e l s q u a n t i f i e d u s i n g m a s s s p e c 
t r o m e t r y ( F i g u r e 4 A ) . L e v e l s o f N P C 2 a n d T T R w e r e s i g n i f i c a n t l y 
i n c r e a s e d i n t h e C h P o f A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d 
u a l s . S c a n s o f C h P s t a i n e d w i t h a n t i b o d i e s a g a i n s t N P C 2 a n d T T R 
f u r t h e r c o r r o b o r a t e d t h i s f i n d i n g ( F i g u r e 4 B ) , w h i l e c o n f o c a l i m a g i n g 
s h o w e d t h a t a b e r r a n t a c c u m u l a t i o n o f N P C 2 a n d T T R i m m u n o r e a c t i v -
i t y i n t h e C h P i s c o n f i n e d p r e d o m i n a n t l y t o t h e e p i t h e l i u m ( F i g u r e 4 C ) . 

M e t a b o l i c a l l y a c t i v e p r o t e i n s t h a t a r e p h y s i o l o g i c a l l y s e c r e t e d f r o m 
t h e C h P i n t o t h e C S F , t h e r e f o r e , a b e r r a n t l y a c c u m u l a t e i n A D . C o n 
s i d e r i n g N P C 2 d e f i c i e n c y p e r t u r b s l i p i d m e t a b o l i s m 1 2 2 a n d i n c r e a s e s 
g a n g l i o s i d e l e v e l s , 1 2 1 w e a s k e d w h e t h e r i n c r e a s e d N P C 2 l e v e l s s h o w 
d e c r e a s e d g a n g l i o s i d e l e v e l s o r o t h e r w i s e p e r t u r b e d l i p i d m e t a b o l i s m 
i n t h e C h P i n A D . M e a s u r e m e n t s o f c h o l e s t e r o l , g a n g l i o s i d e s , p h o s 
p h a t i d y l c h o l i n e s , p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e s , s p h i n g o m y e l i n s , p h o s -
p h a t i d y l i n o s i t o l s , p h o s p h a t i d y l s e r i n e s f o u n d r e d u c e d l e v e l s o f G M 1 
g a n g l i o s i d e , b u t n o t o f c h o l e s t e r o l n o r o f a n y o t h e r l i p i d s p e c i e i n A D 
p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s ( F i g u r e 4 D , F i g u r e S 3 a n d 
S 4 A - F ) . C o n s i d e r i n g G M 1 h a r b o r s a n t i - i n f l a m m a t o r y p r o p e r t i e s , 1 3 3 

r e d u c e d G M 1 l e v e l s f u r t h e r i n d i c a t e p e r t u r b e d i n f l a m m a t o r y m i l i e u o f 
t h e C h P i n A D . 

3 . 2 . 3 I I m a g i n g c h a n g e s o f C h P i n A D p a t i e n t s 

W h i l e o u r s t u d y p r o v i d e s e v i d e n c e o f c o m p r o m i s e d C h P i n A D i n 
post-mortem t i s s u e s a m p l e s , i t s c l i n i c a l r e l e v a n c e r e m a i n s t o b e e s t a b 
l i s h e d . T o t e s t t h i s , w e i n v e s t i g a t e d s t r u c t u r a l c h a n g e s o f C h P i n 
l i v i n g h e a l t h y i n d i v i d u a l s a n d A D p a t i e n t s u s i n g M R I ( F i g u r e 5 A ) . 
W e f i r s t m e a s u r e d i n t e n s i t i e s o f T l - w e i g h t e d M R I i m a g e s o f C h P 
a c q u i r e d u s i n g a 1 . 5 T M R I s c a n n e r . I n t e n s i t i e s o f C h P w e r e s i g n i f i 
c a n t l y i n c r e a s e d i n p a t i e n t s w i t h A D c o m p a r e d t o h e a l t h y i n d i v i d u a l s 
( F i g u r e 5 B ) . C o n s i d e r i n g t h i s o b s e r v a t i o n s u g g e s t s r e m o d e l i n g o f C h P 
i n A D , w e n e x t e x a m i n e d c h a n g e s i n t h e s h a p e o f 3 D r e c o n s t r u c t e d 
r e p r e s e n t a t i o n s o f t h e C h P a n d h i p p o c a m p i . C h P e x h i b i t e d s i g n i f i c a n t 
o v e r a l l h y p e r t r o p h y w i t h a t r o p h i c c h a n g e s a l o n g t h e a n t e r i o r m a r g i n s 
e x t e n d i n g d i s t a l l y t o w a r d t h e h i p p o c a m p i i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d 
w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s ( F i g u r e 5 C ) . H i p p o c a m p i s h o w e d p r e v i o u s l y 
d e s c r i b e d a t r o p h i c c h a n g e s a c r o s s t h e i r e n t i r e s t r u c t u r e . 1 3 4 T h e s e 
e x p e r i m e n t s d e m o n s t r a t e t h a t C h P u n d e r g o e s s i g n i f i c a n t s t r u c t u r a l 
c h a n g e s i n A D . 

T o t e s t f o r c h a n g e s i n t h e s i z e o f t h e C h P , w e n e x t p e r f o r m e d 
v o l u m e t r i c m e a s u r e m e n t s o f t h e C h P , h i p p o c a m p i , w h i c h h a v e b e e n 
e x t e n s i v e l y r e p o r t e d t o d e c r e a s e i n A D 1 3 5 a n d c e r e b e l l a r c o r t i c e s s i n c e 
p r e v i o u s r e p o r t s f o u n d n o m a j o r c h a n g e s i n A D 1 3 6 ( F i g u r e 5 D ) . A n 
a u t o m a t e d v o l u m e t r i c m e a s u r e m e n t s h o w e d t h a t C h P v o l u m e s s i g n i f 
i c a n t l y i n c r e a s e d , w h i l e h i p p o c a m p a l v o l u m e s e x p e c t e d l y d e c r e a s e d 
a n d c e r e b e l l a r c o r t i c e s s h o w e d n o c h a n g e s i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d 
w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s ( F i g u r e 5 E ) . T o t e s t t h i s o b s e r v a t i o n f u r t h e r , 
w e m e a s u r e d v o l u m e s o f 3 D r e p r e s e n t a t i o n s o f C h P a n d h i p p o c a m p i 
r e c o n s t r u c t e d f r o m a r a n d o m l y s e l e c t e d s u b s e t o f M R I i m a g e s . W h i l e 
3 D r e p r e s e n t a t i o n s o f h i p p o c a m p a l v o l u m e s d e m o n s t r a t e d e x p e c t e d 
d e c r e a s e , C h P v o l u m e s w e r e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n A D p a t i e n t s 
( F i g u r e 5 F ) . T o a v o i d s e g m e n t a t i o n - d e r i v e d m e a s u r e m e n t e r r o r s , 1 3 7 

w e l a s t m e a s u r e d C h P v o l u m e s m a n u a l l y . M a n u a l m e a s u r e m e n t s 
s h o w e d n o o v e r l a p b e t w e e n t h e 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f t h e C h P 
v o l u m e s i n A D p a t i e n t s c o m p a r e d w i t h h e a l t h y i n d i v i d u a l s f u r t h e r r e i n 
f o r c i n g t h e v e r a c i t y o f o u r f i n d i n g s ( F i g u r e 5 G ) . W e l a s t a c q u i r e d M R I 
b r a i n i m a g e s f r o m a s e p a r a t e c o h o r t u s i n g a 3 . 0 T M R I s c a n n e r . I n 
c o n t r a s t t o t h e h i p p o c a m p a l v o l u m e s , t h e C h P v o l u m e s w e r e s i g n i f i 
c a n t l y i n c r e a s e d i n A D p a t i e n t s ( F i g u r e 5 H ) . I n c r e a s e d C h P v o l u m e s 
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d e m o n s t r a t e d s t r o n g e r a s s o c i a t i o n w i t h a g e i n h e a l t h y i n d i v i d u a l s 
c o m p a r e d w i t h A D p a t i e n t s ( F i g u r e 51) . A D p a t i e n t s , b u t n o t h e a l t h y 
i n d i v i d u a l s , a l s o s h o w e d s i g n i f i c a n t i n v e r s e c o r r e l a t i o n b e t w e e n C h P 
v o l u m e s a n d t h e M M S E s c o r e s ( F i g u r e 5 J ) . T h e r e f o r e , t h e l a r g e r t h e 
C h P v o l u m e , t h e p o o r e r t h e c o g n i t i v e p e r f o r m a n c e i n A D p a t i e n t s . 
T a k e n t o g e t h e r , t h e s e e x p e r i m e n t s d e m o n s t r a t e t h e c l i n i c a l r e l e v a n c e 
o f o u r f i n d i n g s i n r e g a r d t o c h a n g e s t h a t w e h a v e n o t e d p o s t mortem i n 
t h e C h P i n A D . 
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