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La maladie d’Alzheimer est la démence neurodégénérative la plus fréquemment rencontrée
dans nos sociétés occidentales. Elle touche principalement les sujets de plus de 70 ans.
Néanmoins, avec I’allongement de I’espérance de vie, le nombre de patients atteints par cette
pathologie ne va cesser d’augmenter dans les années a venir. Le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer représente donc un enjeu de santé publique important. La précocité du diagnostic
devrait permettre de proposer plus précocement aux patients une prise en charge adaptée.
Concernant la prise en charge thérapeutique, il a ét¢ montré récemment que 1’instauration de
traitements adaptés a des stades débutants ou peu évolués de la maladie permettait de retarder

I’entrée dans la démence et par voie de conséquence la mise en institution de ces patients.

Pourtant, le diagnostic de la maladie d’Alzheimer n’est pas aisé, notamment a cause de la
fréquence de présentations cliniques atypiques pouvant correspondre a d’autres affections
neurodégénératives. En ce sens, les examens paracliniques (imagerie et biologie notamment)
permettent d’améliorer, en association avec |’expertise clinique, le diagnostic de cette
pathologie. Dans ce domaine, la biologie, et notamment 1’analyse d’anomalies retrouvées
dans le liquide céphalorachidien, permet d’obtenir de bonnes performances diagnostiques et
améliorent considérablement 1’identification des pathologies sous-jacentes face a un
syndrome démentiel. Cependant, et comme nous le verrons au cours de ce travail, les 1ésions
cérébrales responsables des différentes étiologies neurodégénératives (en apparence
cliniquement bien définies) peuvent coexister au sein d’un méme patient. Ce phénomene n’est
pas rare et contribue aux erreurs diagnostiques, autant d’un point de vue clinique et

radiologique que biologique.

C’est donc dans ce contexte diagnostique étiologique difficile de présentations cliniques non
amnésiques de la maladie d’Alzheimer que se situe les objectifs de ma thése, financée par le
projet européen Neuroscreen (EU FP6) et initiée par un PHRC régional (Pierre Krolak-
Salmon, 2004) : dresser un état des lieux avec les outils biologiques commerciaux existants et
développer des outils susceptibles d’améliorer le diagnostic différentiel de la maladie

d’Alzheimer du vivant du patient dans le liquide céphalorachidien.

L’objectif de la premiere partie de notre travail a été d’évaluer la performance des marqueurs
du liquide céphalorachidien proposés dans le cadre du diagnostic de routine de la maladie
d’Alzheimer depuis son introduction en 2007 au sein du laboratoire de Neurobiologie du

groupement hospitalier Est (Lyon). Il semblait admis par la communauté scientifique
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internationale que la diminution de la concentration du peptide amyloide B de 42 acides
aminés dans le LCR témoignait de la présence de dépdts amyloides cérébraux en reflétant la
séquestration intracérébrale de ce peptide. Récemment, les premiéres publications concernant
la charge intrathécale totale des peptides amyloides B suggeérent que la concentration du
peptide de 42 acides aminés puisse résulter d’une part de son catabolisme et d’autre part de la
charge totale de ce peptide. Nous avons donc effectué la premicre évaluation de marqueurs
complémentaires du peptide amyloide B (introduit au sein du laboratoire en 2010) susceptibles
d’améliorer la sensibilité¢ et la spécificité du diagnostic biologique, comparativement aux
marqueurs usuels, dans un cadre de démence. L’intérét diagnostique de ces marqueurs a
ensuite été étudi¢ au sein d’une cohorte de patients répartis en fonction de leurs présentations
cliniques syndromiques afin d’identifier biologiquement les maladies d’Alzheimer a

présentation clinique focale.

Dans une seconde partie nous avons mis en place au sein du laboratoire une technique
biochimique d’extraction des protéines pathologiques responsables d’une des deux Iésions
cérébrales rencontrées dans la maladie d’Alzheimer (protéines tau). Ces extractions a partir de
tissus cérébraux permettent d’apporter un argument complémentaire au diagnostic
anatomopathologique de certitude grace a 1’immuno-empreinte de ces protéines tau
pathologiques séparées électrophorétiquement. Cette technique a notamment permis d’aider a
caractériser des pathologies concomitantes dans une forme génétique de maladie de

Creutzfeldt-Jakob lors d’une étude multicentrique.

Dans un contexte d’amélioration des outils biologiques préexistants, la troisiéme partie de ce
travail a été de concevoir et de caractériser des outils immunologiques dirigés contre certaines
phosphorylations de la protéine tau, notamment la phosphorylation en position 231. En effet,
a coté du dosage dans le LCR de la protéine tau phosphorylée en 181 et réalisé en routine,
d’autres phosphorylations de cette protéine présentant un intérét pour le diagnostic ont été
décrites. L’anticorps développé contre la phosphorylation 231 avait été testé par 1’équipe du
Dr. Perret-Liaudet avant mon arrivé au sein du laboratoire dans le cadre d’une collaboration
avec la société bioMérieux et le Dr. Ray Zinkowski. Ces essais avaient montré, sur une petite
cohorte de patients, son intérét pour le diagnostic précoce. En revanche, le manque de
praticabilité avec notamment des temps d’incubation supérieurs a 66 heures ne permettait pas
d’envisager de déboucher sur un test de routine visant a étre réalisé a grande échelle dans un

laboratoire de biochimie clinique. Congus au sein d’un consortium européen, les outils mis a
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notre disposition ont été systématiquement sé€lectionnés et caractérisés notamment a 1’aide des

techniques mises en ceuvre lors de la deuxiéme partie.

Apres la sélection des meilleurs anticorps validés sur des prélévements cérébraux nous nous
sommes attelé dans la quatrieme partie, au transfert technologique de ces nouveaux outils
pour une application dans le liquide céphalorachidien avec comme objectif final un test
ELISA susceptible de doser notamment la protéine tau phosphorylée sur I’acide aminé 231
particuliérement présente dans le liquide céphalorachidien de patients atteints par la maladie

d’Alzheimer lors des stades initiaux de la maladie.
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CHAPITRE I : LES DEMENCES NEURODEGENERATIVES
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La démence est un syndrome clinique résultant d’une affection cérébrale, caractérisé par un
déclin progressif des fonctions cognitives, associant notamment des troubles du jugement ou

de la personnalité ainsi qu’une perte d’autonomie.

Le syndrome démentiel peut étre réversible ou irréversible selon I’étiologie. Le champ
étiologique de la démence est non seulement étendu mais aussi complexe, et nécessite une
investigation rigoureuse pour parvenir au diagnostic étiologique. Les causes de la démence
peuvent é&tre multiples: les démences pouvant Etre post-traumatiques, secondaires
d’hydrocéphalies ou de syndromes néoplasiques, induites par des toxiques (tels que ’alcool,
le monoxyde de carbone ou encore les psychotropes), d’origine infectieuse (encéphalopathie
syphilitique, herpétique et virus de I’immunodéficience humaine [VIH] par exemple),
inflammatoire (sclérose en plaques), d’ordre métabolique (déficits en vitamines B12, PP, BI,
ou dysthyroidies), psychiatriques (schizophrénie, syndromes dépressifs), vasculaire et enfin
neurodégénérative. Les démences neurodégénératives représentent a elles seules un champ
pathologique des plus étendus et se distinguent en général cliniquement suivant la localisation
anatomique du primum movens 1¢ésionnel ainsi que par les protéines mises en jeu dans
I’établissement de ces l1ésions. Se sont des maladies au pronostic trés sombre pour lesquelles
aucun traitement curatif n’est disponible a I’heure actuelle. Les démences neurodégénératives
restent encore sous diagnostiquées puisque 50% des personnes atteintes ne sont pas

diagnostiquées selon le rapport de I’office parlementaire d’évaluation des politiques de santé

(OPEPS, 2005)."

1 LA MALADIE D’PALZHEIMER

La maladie d’Alzheimer (MA) débute de fagon insidieuse par des manifestations cognitives
aboutissant, aprés plusieurs années, a des troubles mnésiques séveres. La durée de la maladie
varie de 2 a 20 ans ; selon une étude présentant une large cohorte de patients atteints par la

MA (n=821) la médiane de survie varie de 5.6 4 5.9 ans aprés les premiers symptomes.'

L’incapacité de retenir des informations récentes est le mode d’entrée classique dans la
maladie, les personnes atteintes se souvenant, a ce stade précoce, d’informations et souvenirs

plus anciens. Au cours de la progression de la maladie, d’autres fonctions cognitives sont

" Rapport sur la maladie d’Alzheimer et les maladies apparentées par Mme Cecile Gallez, Députée, paru en
2005.
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altérées telles que le langage, les fonctions exécutives ou encore la capacité décisionnelle. Des
troubles thymiques™ ainsi qu’un émoussement affectif’ peuvent souvent accompagner le
déclin cognitif et il n’est pas rare de retrouver une comorbidité entre la dépression et la MA.2
De méme, certains troubles tels que des manifestations d’ordre psychotiques (hallucinations
notamment) ou encore un syndrome extrapyramidal peuvent étre retrouvés au cours de la MA
bien que cette symptomatologie ne soit pas typique de histoire naturelle de la maladie.™ *
L’étendue des présentations cliniques de la MA s’associent donc volontiers en un syndrome,
faisant du diagnostic de la MA un diagnostic difficile et une démarche rigoureuse pour le
clinicien puisque certaines atypies cliniques, troubles psychiatriques ou un syndrome
dysexécutif, vont plutdt évoquer d’autres démences neurodégénératives comme la démence a
corps de Lewy (DCL) ou la démence frontotemporale (DFT). Le diagnostic différentiel de la

MA peut ainsi étre trés étendu.”’

1.1 Epidémiologie

La MA est la principale cause de démence, représentant plus de 60% des démences, en regard
de la DCL, des dégénérescences lobaires frontotemporale (DLFT) ou de la démence
vasculaire. La prévalence des démences, évaluée a plus de 20% dans la population dgée de
plus de 85 ans, augmente linéairement avec I’age.® C’est dans un contexte démographique
vieillissant que s’inscrit I’augmentation du nombre de ces malades dans les années a venir. En
effet, la démence du sujet agé est I’une des principales causes de dépendance, représentant un
probléme de santé publique prégnant. Une étude internationale sur I’impact de la MA dans le
monde estime a plus de 24 millions de malades atteints par une démence neurodégénérative
avec prés de 4.6 millions de nouveaux cas par an.’ En France, 754 000 cas de MA et
syndromes apparentés ont ainsi pu étre recensés en 2010, dont plus de 70% serait des femmes,

avec une incidence de 152 000 nouveaux cas par an.’

" Troubles de I’humeur.

" Diminution des réactions émotionnelles, autant positives que négatives.
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1.2 Diagnostic*

Le diagnostic de la MA est actuellement fondé sur un faisceau d’arguments cliniques,
neuropsychologiques, neuroradiologiques et biologiques. Nous détaillerons ici ces arguments,

le diagnostic biologique étant développé dans un chapitre ultérieur.’

Le diagnostic de certitude de MA n’est porté qu’apres examen neuropathologique du cerveau,
avec la mise en évidence des Iésions spécifiques de cette pathologiei. Un diagnostic de « MA
probable » est porté du vivant du patient si les critéres typiques de MA sont remplis et de
« MA possible » si des atypies sont retrouvées au sein du tableau clinique. La performance du
diagnostic clinique de la MA probable reste modeste puisqu’il obtient une sensibilité
d’environ 80% avec une spécificité de 70%.° Il existe en effet un recouvrement clinique entre
les démences ayant pour origine une MA et les démences d’autres étiologies, favorisant la
faible précision du diagnostic clinique, sa spécificité dans la MA possible étant inférieure a
50%.® Les examens morphologiques (imagerie), électrophysiologiques’ et biologiques
permettent non seulement d’améliorer la précision du diagnostic différentiel mais aussi,

comme nous le verrons plus loin, la précocité de ce diagnostic.
1.2.1 Evaluation clinique et neuropsychologique

Les aspects cliniques sont essentiels pour porter le diagnostic de MA. Le début de la maladie
se caractérise par un déclin cognitif progressif avec, au premier plan, des troubles mnésiques
associés a au moins une autre atteinte cognitive d’un autre domaine (aphasie, apraxie,

Une

*%Q

agnosie, syndrome dysexécutif) selon les criteres de définition de la MA du DSM-IV.

batterie d’examens neuropsychologiques, dont le Mini Mental State Evaluation'” ou MMS, "

" Excepté le diagnostic biologique.

T Cf. Chapitre III : Biologie des démences.

! Cf. 1.1.3 : Neuropathologie au sein de ce chapitre.

¥ Tracés électroencéphalographiques.

” Diagnostic and statistical manual of mental disorders, 4¢ édition, cf. Annexe 1.

™ Test simple et rapide permettant d’évaluer ’état cognitif du patient, ce test est scoré sur 30 et évalue les
différents domaines cognitifs. Ce test permet notamment le suivi mais aussi le classement des patients atteints
d’une MA selon I’intensité de leurs troubles et le stade de la démence. Un MMS de 30 a 28 n’est pas considéré
comme pathologique (ou pouvant correspondre a un stade infra-clinique de la maladie), on parle alors de
démence légere si il est compris entre 26 et 20, de démence modérée entre 19 et 10 et de démence sévere si il est
inférieur a 10. Un MMS utilisé couramment en pratique clinique est reproduit en Annexe 2.
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et le test des 5 mots de Dubois,” permettent de préciser 1’atteinte cognitive du tableau clinique,
tableau investigué¢ plus précisément par la suite grace a ’apport d’examens cliniques et
paracliniques. Les critéres diagnostiques utilisés sont ceux du NINCDS-ADRDA'!'' Ces
critéres ne permettent cependant pas de dresser un diagnostic de MA a des stades précoces de

la maladie lorsque le patient n’est pas encore installé dans la démence.

La mémoire épisodique est la mémoire la plus spécifiquement touchée dans la MA. Cette
mémoire permet le processus d’encodage, de stockage et de récupération des informations.
Les souvenirs, liés a des événements vécus, en opposition a la mémoire sémamtique,jc ont du
étre encodés via la mémoire épisodique grace a une structure neuroanatomique appelée cortex

Q . . . ok , . ,
¥ et intervenant dans le circuit de Papez.” Le syndrome amnésique rencontré

temporal interne
dans la MA se définit par une amnésie antérograde, altérant en premier lieu la mémoire des

événements les plus récents.

Au cours de la progression de la maladie, d’autres déficits apparaissent tels que des troubles
visuoperceptifs'’, des troubles du langage ou moteurs (dus a 1’apparition de 1ésions dans les
aires cérébrales associatives). Le patient développe également une anosognosie, le patient
n’ayant plus conscience de ses troubles. De plus, comme nous I’avons vu au début de ce
paragraphe, des troubles psychologiques peuvent apparaitre lors de la progression de la MA
tels que des troubles thymiques, psychotiques, une agitation, ainsi que des troubles du
sommeil. Cette symptomatologie étant couramment observée dans les DCL¥, le
recouvrement clinique des différentes étiologies rend donc le diagnostic d’autant plus

difficile, surtout lorsque ces symptomes sont le mode d’entrée de la maladie.

" Test permettant de tester les capacités de mémorisation et d’objectiver un trouble caractéristique de la MA, cf.
Annexe 3.

T Cf. Annexe 4.

! Mémoire des faits et des concepts principalement touchée dans certaines pathologies telles que la démence
sémantique. Cette pathologie est exposée au sein de ce chapitre dans la partie 2.1.2 : Aphasie primaire
progressive

¥ Constitué par le cortex entorhinal, transentorhinal et I’hippocampe.

" Ensemble de structures nerveuses comprenant notamment le cortex entorhinal, I’hippocampe, le thalamus, les
corps mamillaires et le gyrus cingulaire. Cette organisation joue un role clef dans ’apprentissage et la mémoire.
L’information arrivant au niveau du cortex temporal interne va ensuite transiter par les différentes structures de
ce circuit pour étre encodée au sein du néocortex cérébral et former les souvenirs.

" Difficulté a distinguer un signe graphique d’un autre, souvent assez proche au niveau de leurs transcriptions.

¥ Cf. 3 : La démence a corps de Lewy au sein de ce chapitre.
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Bien qu’une altération précoce de la mémoire épisodique, reflétant 1’atteinte du cortex
enthorinal, est classiquement observée dans la MA, le mode d’entrée peut se produire avec
une préservation relative de cette mémoire épisodique.'? D’autres atteintes cognitives peuvent
apparaitre précocement telles que la mémoire sémantique.'> '* Un syndrome dyséxecutif* est
communément observé au cours de la MA, cependant ce signe peut étre initial avec une
préservation de la mémoire chez certains patients et 1’apparition d’un syndrome frontal
prédominant au premier plan du tableau clinique.'””’ Ce mode d’entrée non conventionnel
n’est pas isolé puisque certains patients peuvent encore présenter des troubles du langage, un
déficit visuospatial ou encore un syndrome de Balint* de facon précoce, ces signes étant
usuellement rencontrés lors des stades avancés de la maladie. Comme nous le verrons plus

loin dans ce chapitre avec les atrophies focales,’

la. MA peut revétir d’autres
symptomatologies. Ces présentations cliniques reflétent la localisation anatomique du primum
movens 1ésionnel de la maladie. La distribution des 1ésions, tout comme la nature des 1€sions
elles-mémes, changent le tableau clinique, il apparait alors pertinent de considérer la MA au
sein d’un spectre clinico-pathologique pouvant aussi revétir cliniquement la forme de

syndromes focaux.'®

1.2.2 Imagerie

L’imagerie structurale est d’importance pour le diagnostic de la MA, car elle permet non
seulement d’éliminer une autre étiologie potentiellement traitable chirurgicalement (telles
qu’une tumeur ou encore une hydrocéphalie chronique de [’adulte), mais également
d’objectiver des changements anatomiques particuliers rencontrés dans la MA. Le scanner et
I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) sont deux techniques couramment employées

lors de I’enquéte diagnostique. Cependant I’IRM reste 1’examen morphologique le plus

" Perturbation des fonctions exécutives telles que 1’anticipation, la sélection de buts, la formulation de plans,
I’évaluation et le contrdle du comportement, les fonctions attentionnelles telles que la sélectivité et la
persistance. Ce syndrome est notamment présent lors de 1ésions cérébrales au niveau du lobe frontal. Cependant
et étant donné la densité des connections frontales aux autres aires cérébrales, il n’y a pas toujours une
correspondance stricte entre ce syndrome et une localisation frontale des Iésions ; des aires 1ésées fortement
connectées au lobe frontal pouvant produire une symptomatologie similaire.

T Cf. 2.1.1 : Les démences frontotemporales au sein de ce chapitre.

" Incapacité d’orienter le regard volontairement dans le champ visuel périphérique (apraxie optique), associée a
une incapacité de coordonner la vision et la motricité des membres (ataxie optique) et une simultagnosie (trouble
de I'interprétation globale d’une image, le patient ne percevant que des détails non reliés entre eux) par atteinte
bilatérale des régions pariéto-occipitales et associée a une dysfonction frontale probable.

Y Cf. 2 : Les atrophies focales au sein de ce chapitre.

26



sensible pour identifier des atteintes vasculaires telles que des micro-infarctus et des signes
correspondants a d’autres maladies neurodégénératives comme la paralysie supranucléaire

progressive, la dégénérescence corticobasale ou la maladie de Creutzfeldt Jakob.'’

Au cours d’une MA, une atrophie corticale associée a un élargissement des sillons corticaux
ainsi que des ventricules cérébraux est visible a ’imagerie. L’atrophie corticale, plus
précisément hippocampique, est un signe précocement observé a 1’examen morphologique
(figure 1). Elle permet une détection des patients atteints par une MA avec une sensibilité de
plus de 80% et une spécificité de 90%."® Ce signe apparait comme trés discriminatif dans la
distinction d’'une MA par rapport a d’autres démences (DCL et démence vasculaire
notamment) selon une récente ¢étude neuroradiologique avec  confirmation
neuropathologique.'’ De plus, I’atrophie corticale objectivée a I'IRM au sein du lobe temporal
interne est fortement corrélée a la neuropathologie de I’hippocampe ; cette atrophie étant lice
a la perte neuronale précoce ayant lieu dans ces régions dans la MA.*" *' Une étude a
d’ailleurs confirmée la forte implication des 1ésions tauopathiques, 1ésions constituées par des
protéines tau pathologiques,* par rapport aux dépots amyloides dans cette atrophie

hippocampique."’

" Cf. 1.1.3 : Neuropathologie ; ainsi que le chapitre II consacré aux protéinopathies.
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Figure 1. Progression de I’atrophie corticale observée a I’IRM au cours d’une maladie

d’Alzheimer. De gauche a droite et de haut en bas, IRM annuelles d’un méme patient, les
hippocampes sont marqués par les fleches noires au début de la maladie. On note la progression de
I’atrophie hippocampique et parahippocampique puis corticale ainsi que 1’élargissement des

ventricules cérébraux au cours du processus dégénératif (d’apres Lehéricy et al., 200722).

Cependant, une atrophie corticale au niveau du lobe temporal interne peut signer d’autres
syndromes apparentés a la MA. Ce processus, bien que trés présent dans la MA n’est donc pas
pathognomonique de la maladie. Une atrophie hippocampique peut en effet étre retrouvée
dans les DLFT mais aussi chez les patients atteints par une DCL ou une démence
vasculaire. > Les bases neuropathologiques aboutissants a une morphologie évocatrice
d’'une MA sont complexes et plusieurs événements physiopathologiques autres qu’une

pathologie de type Alzheimer peuvent en étre la cause.” >

Comme a I’examen clinique, I’imagerie peut révéler des pathologies concomitantes. Il n’est
pas rare de trouver des atteintes vasculaires chez des patients atteints par la MA et plus
particuliérement dans les formes tardives de MA.?’ On parle alors de MA a composante

cérébrovasculaire (figure 2).
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Figure 2. Pathologie cérébrovasculaire vue a ’IRM (séquence FLAIR) chez un patient
atteint par une maladie d’Alzheimer. On remarque 1’¢largissement des sillons corticaux et des
ventricules cérébraux (fleches blanches) signant une pathologie neurodégénérative ainsi que des
hypersignaux de la substance blanche périventriculaire (fleches rouges) objectivant une pathologie

vasculaire et un infarctus lacunaire bilatérale des ganglions de la base (d’aprés Scheltens 200917).

En effet, comme nous I’indique plus spécifiquement la neuropathologie, d’autres pathologies
neurodégénératives peuvent agir en regard d’une MA chez un méme patient.* Il n’est pas aisé
de comprendre de quelle facon concourent des pathologies co-occurrentes dans
I’établissement du tableau clinique, particulicrement pour les MA a composantes
cérébrovasculaires. Cependant de nombreuses études radiologiques ont montré 1’association
d’accidents vasculaires cérébraux silencieux chez la personne agée avec 1’altération des
fonctions cognitives.”™ #° Cette mixité pathologique semblerait avoir une action synergique
I’une envers 1’autre au sein du tableau clinique.’® De plus, une pathologie vasculaire sous-
jacente augmenterait la conversion des patients ayant un trouble cognitif léger’ vers la
démence.”’ Les renseignements que nous fournit la neuroradiologie sur les atteintes

vasculaires dans les maladies neurodégénératives peuvent ainsi permettre de ralentir la

" Cf. 1.1.3 : Neuropathologie — 1.1.3.3 : Maladie d’Alzheimer et démences mixtes.

" Cf. 7 : Démences et formes prodromales.
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progression de la démence par I’instauration de traitements adaptés tels que des

antihypertenseurs par exemple.

De nouvelles techniques d’imagerie, encore au stade de recherche, ont fait leur apparition ces
derniéres années. Elles permettent de cibler plus particulierement les événements
physiopathologiques rencontrés au cours d’'une MA. Ces techniques d’imagerie fonctionnelle
et métabolique mettent ainsi en évidence in vivo des caractéristiques neuropathologiques
jusqu’ici seulement détectables aprés autopsie et examen anatomopathologique du cerveau.
De plus, ces nouvelles techniques concourent a identifier certains substrats
physiopathologiques avant que les changements structuraux ne soient visibles sur I’IRM

. 32
anatomique.

Les changements métaboliques, précédant les altérations anatomiques des maladies
neurodégénératives, peuvent étre étudiés via la tomographie par émission de positron (TEP)".
En effet, un hypométabolisme du glucose, visualis¢é a 1’aide du traceur
[18F]fluorodesoxyglucose, est observé dans la MA au sein des lobes pariétaux, temporaux et
cingulaire postérieur avec une sensibilité et une spécificité supérieure a 90% dans la
distinction de patients MA et de sujets sans processus dégénératifs.”® De plus, cette technique
semble intéressante sur le plan des diagnostics différentiels puisqu’elle permet non seulement
d’augmenter la précision des diagnostics de MA et de DFT mais également d’améliorer leurs

distinctions entre elles.**

De nouvelles applications de la TEP, ciblant plus particulierement les protéines mises en jeu
dans 1’établissement des 1ésions cérébrales responsables de la MA, ont vu le jour ces derniéres
années. Ainsi le peptide amyloide, connu pour s’accumuler de fagon anormale dans la MA et
former les plaques séniles,’ peut étre visualisé in vivo a ’aide de traceurs tels que le 2-(1-{6-
[(2-18F-ﬂu0roethy1)(methyl)amino]-2-napthy1}ethylidene)malonitrile) ("*F-FDDNP) et le N-
methyl-''C-2-(4’-methylamino-phenyl)-6-hydroxy  benzothiazole (''C-PIB). Ces deux
composés, par leurs affinités particulieéres pour I’amyloide, permettent de visualiser les 1ésions

cérébrales spécifiquement rencontrées dans la MA. Ainsi, I’imagerie des patients atteints de

" Méthode d’imagerie fonctionnelle cérébrale permettant d’étudier, de fagon quantitative et locale, le devenir de
différentes molécules dans le cerveau. Des éléments radioactifs sont incorporés a la place de leurs isotopes
naturels dans des molécules biologiques qui sont ensuite injectées aux sujets.

T Cf. 1.1.3 : Neuropathologie au sein de ce chapitre et Chapitre II : Protéinopathies.
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MA, montre une rétention des composés "F-FDDNP et ''C-PIB plus importante que celle
présente chez les sujets controles sans processus dégénératif.>> De nouvelles molécules
permettant de tracer les I€sions intracérébrales de la MA sont en cours de développement et
pourraient devenir disponibles pour la pratique clinique, comme les TEP au ﬂorbetapir*

1*° Cependant, bien que les techniques d’imageries

actuellement en étude de phase II
permettant de tracer I’amyloide intracérébrale aient une bonne sensibilité pour le diagnostic

de la MA, ces Iésions sont é&galement rencontrées dans d’autres pathologies

neurodégénératives comme les DCL (figure 3) ou certaines pathologies vasculaires mettant en
137

jeu ce peptide telles que 1’angiopathie amyloide.

Figure 3. TEP au ""C-PIB chez un patient atteint par une maladie de Parkinson et un
patient atteint par une démence a corps de Lewy. Cliché de gauche : image cérébrale typique
d’un patient sans dépots amyloides, le cliché de droite chez le patient avec une DCL montre une

quantité¢ importante de dépdts amyloides intracérébraux (d’apres Edison et al., 200837).

1.2.3 Neuropathologie
La MA, comme les autres maladies et démences neurodégénératives, est une maladie

d’accumulation protéique aboutissant & des 1ésions cérébrales irréversibles.* Dans la MA,

deux protéines sont en jeu : la protéine précurseur de I’amyloide (protéine « APP ») a la base

" Radiotraceur ayant une affinité et une spécificité élevée pour le peptide amyloide.

¥ Accumulation de dépots amyloides dans la paroi des vaisseaux cérébraux. Cette pathologie est entre autre
responsable d’hémorragies cérébrales, de certains infarctus cérébraux mais est aussi de leucoencéphalopathies.

' Cf. Chapitre II : Protéinopathies.
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du métabolisme du peptide amyloide B (AP) responsable de dépdts extracellulaires et la
protéine tau constituant des Ilésions intracellulaires. Ces deux protéines, constituants
physiologiques de la cellule, vont adopter une structure fibrillaire anormale a la base de la
formation des dépots observés neuropathologiquement.* La détection de ces deux types de

Iésions est indispensables pour I’établissement d’un diagnostic post-mortem de MA.***°

1.2.3.1 Dépots amyloides

Il s’agit de dépots extracellulaires rencontrés non seulement dans la MA mais aussi chez les
personnes agés asymptomatiques (au cours du vieillissement normal),*" les patients atteints
par des troubles cognitifs légers n’ayant pas développés de MAT ou encore les personnes
atteintes par une trisomie 21 ou une DCL. Ces dépdts, appelés plaques séniles (PS), sont
majoritairement constitués d’Ap et distribués dans la quasi-totalité du néocortex. On parle

alors de PS diffuses. Les conformations en feuillets B de ces protéines*

au sein de ces agrégats
leur conferent une haute capacité a se lier au rouge Congo et a étre biréfringents en lumicre

polarisée, caractéristique de toutes les formations amyloides.

De nouvelles méthodes permettant de cibler neuropathologiquement les protéines en jeu dans
les 1ésions ont permis une meilleure spécificité du diagnostic post mortem.
L’immunohistochimie, grace a des anticorps spécifiquement dirigés contre des protéines telles
que ’APB, permet de mettre en évidence, au sein de tissu cérébral, les Iésions spécifiques et
responsables de démences neurodégénératives (figure 4). L’avénement de cette technique a
fait rentrer les pathologies neurodégénératives dans un cadre nosologique protéique,

définissant un ensemble de protéinopathies.®

Les PS sont constituées d’un noyau central d’Ap agrégées,*’ cependant d’autres composés
renforcent la 1ésion engagée par I’AP. Les dépots parenchymateux d’Af sont ainsi associés a

d’autres protéines telles que les protéines tau elles mémes (les neurites dystrophiques qui vont

" Cf. Chapitre II : Protéinopathies. La physiologie de ces protéines ainsi que les différents mécanismes mis en
jeu lors de I’agrégation sont développés dans ce chapitre.

" Cf. 7 : Démences et formes prodromales.
' Cf. Chapitre II : Protéinopathies.
¥ ibid — Tableau 1.
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entourer la PS)* ou encore le génotype de 1’apolipoprotéine E,” mais aussi des lipides comme
le cholestérol et des constituants de la matrice extracellulaire ; ces composés contribuant a
former la couronne de la PS.*** Bien que la séquence d’apparition de ces lésions paraisse
plus confuse que pour les Iésions de la protéine tau, une équipe a dégagé une séquence de
propagation lésionnelle des dépdts d’AP en 5 phases dans la MA.* La premiére phase
correspondant aux PS néocorticales, les Iésions se propagent par la suite au sein de
Iallocortex* (phase 2), des noyaux gris centraux (phase 3), des noyaux du tronc cérébral

(phase 4) et enfin du cervelet (phase 5).
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Figure 4. Coupe de tissu cérébral au sein duquel plusieurs formes de pathologies
amyloides sont retrouvées. Technique d’immunohistochimie utilisant I’anticorps dirigé contre
I’Ap humaine (clone 6F/3D) et mettant en évidence des PS diffuses (fleches noires) ainsi qu’une

angiopathie amyloide (fleche rouge) (d’apres Bacskai et al., 200747).

Les critéres permettant de dresser un diagnostic de confirmation de MA aprés autopsie du

patient et basé sur I’Ap sont définis par la Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s

" Cf. 1.1.3.2 : Lésions tauopathiques au sein de ce chapitre.
T Cf. 1.2 : Facteurs de risques et formes de maladie d’Alzheimer.

! Partie primitive du cortex cérébral (comparativement au néocortex représentant 90% du manteau cortical) dans
laquelle on retrouve notamment le bulbe olfactif, ’hippocampe et le gyrus cingulaire.
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Disease (CERAD), établi en 1991 afin de standardiser les procédures d’évaluation et de
diagnostic de la MA.® Ces crittres reposent sur la densité observée de PS
intraparenchymateuses en comparaison a des lames histologiques types permettant de

distinguer des qualités de densité : faible, moyenne ou élevée.

1.2.3.2 Lésions tauopathiques

I existe trois types de lésions impliquant la protéine tau dans la MA : les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF), les neurites dystrophiques et les fibres tortueuses. Cependant la
composante lésionnelle majoritaire de la MA est la DNF.” Les neurites dystrophiques sont des
structures dendritiques composées de protéines tau pathologiques, rencontrées parfois au sein
de la couronne de la PS. Néanmoins les neurites dystrophiques ne sont pas spécifiques de la
MA puisqu’ils peuvent étre visualisés notamment dans certaines DLFT. Les fibres tortueuses,
quant & elles, courts prolongements fibrillaires siégeant dans le neuropile,’ sont secondaires a
une accumulation de protéines tau pathologiques dans les dendrites. Elles sont rencontrées

fréquemment dans la MA mais rarement dans les autres tauopathies.*®

Figure 5. DNF et fibres tortueuses dans la maladie d’Alzheimer. Inclusions de protéines tau
révélées par I’anticorps AT8 reconnaissant des sites phosphorylés de la protéine ; les DNF sont

marquées par une fléche noire et les fibres tortueuses par une fleche rouge (d’aprés Yoshida 200649).

" La nature de cette lésion ainsi que les processus physiopathologiques aboutissant a sa formation sont
développés dans le Chapitre II — 2.1 Tauopathies.

" Partie de la substance grise constituée par des prolongements dendritiques, des collatérales axoniques et autres
enchevétrements de prolongements gliaux (oligodendrocytes et astrocytes).
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Les DNF semblent étre un substrat important de ’altération cognitive observée dans la MA
puisque sa quantité au sein du cortex cérébral est mieux corrélée a la sévérité de la démence
que la densité de PS intracérébrales.”® >' Cependant les DNF, Iésions matures, sont absentes
du néocortex dans 10% des cas de MA et prés de 50% des cas de MA modérée, ces stades
présentant plutt des DNF allocoticales.” De la méme maniére la localisation cérébrale des
DNF, notamment lors de son apparition, semble confirmer son rdle dans I’instauration des
troubles observés cliniquement. En effet la MA débute de facon progressive par une amnésie
antérograde, ce syndrome étant connu pour toucher les formations hippocampiques ou se
forment les premiéres DNF dans cette maladie.”® Les DNF suivent en effet une progression
Iésionnelle stéréotypée et prédictible en partant du lobe temporal interne (et en premier lieu
I’hippocampe) pour ensuite investir le lobe temporal externe puis 1’ensemble du néocortex
jusqu’au lobe occipital (figures 6 et 7). Cette progression est définie par six stades, appelés

stades de Braak, permettant d’apprécier la sévérité de I’atteinte corticale.”
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Cortex Cortex Hippocampe Hippocampe
occipital temporal anterienr posterienr

Stade de Braak I

Stade de Braak I

Stade de Braak ITT

Stade de Braak IV

Stade de Braak V

Stade de Braak VI

Figure 6. Coupes de tissus cérébraux marquées avec ’anticorps AT8 représentant les 6
stades de Braak observés dans la maladie d’Alzheimer. L’anticorps AT8 est dirigé contre des
protéines tau phosphorylées, de gauche & droite : cortex occipital incluant la scissure calcarine’; cortex
temporal ; hippocampe antérieur au niveau de 1’uncus ; hippocampe postérieur au niveau du corps

géniculé latéral’ (d’aprés Alafuzoff et al., 200854).

* e . . .
Siege du cortex visuel primaire.

" Partie du thalamus traitant I’information visuelle provenant de la rétine et la renvoyant au cortex visuel
primaire.
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Stade de Braak 0

Stades de Braak I'TL

Stades de Braal: IIITV

Stades de Braak V/VI

Figure 7. Evolution des DNF intracérébrales selon les stades de Braak. Le stade 0
représente une absence de Iésions, les DNF s’accumulent ensuite dans le cortex entorhinal et
transentorhinal (stades I et II). Les 1ésions se propagent alors dans tout le lobe temporal interne, le
gyrus temporo-occipital et le cortex temporal (stades III et [V) pour gagner les aires associatives et le

néocortex (d’aprés Braak et Braak, 199755).

Les premieres 1ésions observées lors des premiers stades peuvent apparaitre relativement
précocement, a partir de 30 ou 40 ans. Il en est de méme pour les Iésions faisant intervenir
I’AP vu précédemment ; ces I€sions semblent se développer de maniére treés précoce chez les

jeunes adultes.”® Le stade de Braak I est asymptomatique, le stade II correspondrait quant a lui
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a une forme prodromale de MA s’exprimant par des troubles cognitifs légers.* On parle
véritablement de MA a partir des stades III et IV, correspondant cliniquement a une MA
débutante a 1égere. Viennent ensuite les stades V et VI de Braak traduisant cliniquement une
MA modérée et sévere. La démence de MA apparait au stade V alors que le lobe temporal
interne est tres séverement touché et que les DNF ont investi le reste des territoires cérébraux.
Cependant, certains facteurs tels que d’autres pathogenéses de la MA (mutations génétiques
par exemple),” des facteurs de risque comme la variabilité du géne de 1’apolipoprotéine E

(ApoE)jc ou encore une pathologie concomitante peuvent influencer ce trajet lésionnel.>*

1.2.3.3 Maladie d’Alzheimer et démences mixtes

Ces bases neuropathologiques, développées plus haut, ne sont pourtant pas toujours le reflet
de la réalité pathologique. Des Iésions associées ne représentant pas le substrat pathologique
de la MA sont trés couramment rencontrées chez les patients ayant une MA confirmée apres
autopsie.”® Une étude autopsique longitudinale conduite sur une large cohorte de patients
(n=483) rapporte que plus de 45% des patients ayant une MA probable cliniquement sont
atteints de pathologies mixtes.”’ Tout porte & croire que ce phénoméne physiopathologique
commun entourant les démences neurodégénératives (dépots fibrillaires de protéines) répond
plus d’un continuum clinicopathologique que d’une véritable classification aux frontiéres bien

définies.

Comme pour la MA, la prévalence des pathologies vasculaires augmente avec 1’age, qu’elles
soient symptomatiques ou silencieuses. De nombreuses études autopsiques, ¢tudiant les
démences, rapportent une pathologie vasculaire co-existante avec une démence
neurodégénérative de type Alzheimer.”®® Cette mixité n’est pas sans conséquence du point
de vue clinique et appelle des critéres élargis rendant compte de cette coexistence ; cette
traduction clinique étant dépendante de la topographie des lésions vasculaires.”' Néanmoins
I’instauration d’un tableau clinique ne présage pas toujours de la nature et de la distribution
des 1ésions cérébrales. Il existe une variabilité interindividuelle dans la traduction clinique des

Iésions cérébrales puisqu’une étude autopsique, conduite sur une cohorte de 209 patients,

" Cf. 7 : Démences et formes prodromales.
¥ Cf. paragraphe suivant : 1.2 : Facteurs de risques et formes de maladie d’Alzheimer.

* Ibid.

38



nous indique que plus de 30% des sujets n’étant pas atteints par une démence remplissent
pourtant les critéres neuropathologiques d’une MA.” De la méme facon, la présence de
dépots d’o-synucléine” (a-Syn) retrouvés chez des patients atteints par une MA, ne présage
pas de la symptomatologie couramment associée aux désordres de 1’a-Syn (syndrome
extrapyramidal notamment) ; bien que ce symptdome ne soit pas rare dans la MA, la présence
d’a-Syn intracérébrale n’est pas toujours responsable de ce phénotype clinique.®> Cependant,
tout comme les atteintes vasculaires, ces 1ésions semblent jouer un réle synergique au sein du
tableau clinique de la MA et contribueraient a la sévérité des troubles cognitifs observés.®’

Les pathologies mixtes seraient en effet plus agressives et les patients subiraient un déclin

cognitif plus prononcé et massif que ceux atteints d’une MA « pure ».%*

L’association d’une pathologie de type Alzheimer et de dépdts d’a-Syn, appelés corps de
Lewy (CL) ainsi que les neurites de Lewy, n’est pas rare, a tel point que certains auteurs
parlent de variante & CL de la MA ou de MA a CL.%> ® En effet, entre 15% et 50% des
patients atteints par une MA définie post-mortem présentent une pathologie a CL associée.®”
% De méme, les inclusions de TDP-43" coexistent avec les Iésions cérébrales de la MA. Ces
inclusions sont spécifiques de certaines DLFT! ou encore de la sclérose latérale
amyotrophique. Néanmoins elles sont présentes dans plus de 20% des cas de MA constatés
neuropathologiquement.” Cette pathologie associée semblerait colocaliser en partie avec 1’o-

Syn dans les cas de MA a CL."

1.2.3.4 Evolution des critéres diagnostiques de la maladie d’ Alzheimer

Le diagnostic de la MA est actuellement en révision afin de permettre une meilleure précision
du diagnostic a des stades cliniques mais également de facon plus précoce aux stades
. . , g . . §71 v L, e,
prodromaux ainsi que précliniques de la maladie.””” Ces nouveaux critéres sont révisés sur la
base d’une définition clinico-biologique de la MA, prenant en compte des arguments
provenant de la biologie ainsi que de I’imagerie fonctionnelle et métabolique.”? De plus, ces
nouveaux critéres intégreront des données anatomopathologiques plus précises en considérant

les mixités pathologiques fréquemment observées au cours de cette maladie. Enfin, les

" Cf. 3 : Démences a corps de Lewy ; 4 : Maladie de Parkinson et Chapitre II : Protéinopathies.
T Cf. Chapitre II — 2.5 : TDP-43pathies.
Y Cf. 2.1 : Les dégénérescences lobaires fronto-temporales.

¥ Cf. 7 : Démences et formes prodromales.
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relations entre les lésions cérébrales et leurs manifestations cliniques ne sont pas toujours
évidentes puisque des sujets asymptomatiques présentent des Iésions cérébrales de type
Alzheimer dans plus de 30% des cas.” ™ Ces nouveaux critéres vont alors distinguer la MA
(forme clinique) de la pathologie Alzheimer mise en évidence apres autopsie, ne faisant plus

intervenir la notion de « MA certaine ».

1.3 Facteurs de risque et formes de maladie d’Alzheimer

La MA est le plus communément sporadique, bien que le facteur de risque le plus
, . r .1: , 4 .

couramment rencontré soit des antécédents familiaux de démence.”* Bien que rares, des

formes familiales ont été largement décrites, de méme que certaines susceptibilités génétiques

rentrant dans le cadre de la MA sporadique.”

Dans une faible proportion (< 5% des cas), la MA est d’origine familiale sur un mode de
transmission autosomique dominant dans plus de 10% de ces cas familiaux.”® De nombreuses
mutations dans les génes de I’Amyloid Precursor Protein (APP) situés sur le chromosome 21
et des présenilines 1 et 2, respectivement localisés sur les chromosomes 14 et 1, sont
impliquées dans la pathogénése de ces formes de MA. Ces mutations augmentent
considérablement la production du peptide AP constituant les PS dans la MA. A titre
d’exemple, la quasi totalité¢ des personnes atteintes du syndrome de Down développent une
MA du fait de la triplication du chromosome 21. Le début de la maladie survient
généralement bien plus tot que dans les formes sporadiques, parfois avant 30 ans mais des cas
tardifs ont été recensés. La symptomatologie de ces formes de MA est la méme que pour les
cas sporadiques, les troubles de la mémoire étant au premier plan du tableau clinique. Des
paraparésies spastiques’ ainsi que des troubles précoces des fonctions exécutives associés a un
déficit frontal précoce ont toutefois été retrouvés chez certains patients portant des mutations

\ 1 8
sur le géne de la preseniline 1.”"-7

Beaucoup de geénes présentant une potentielle susceptibilité dans le développement de la MA

ont été étudiés, cependant le facteur de risque le plus évident (confirmé épidémiologiquement)

" Pour plus de renseignements sur 1’élaboration de ces nouveaux critéres, se reporter a
http://www.alz.org/research/diagnostic%5Fcriteria/

¥ Atteinte médullaire correspondant a la voie pyramidale et se traduisant pas des déficits moteurs variables des
membres inférieurs.
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est le génotype de I’ApoE. Cette glycoprotéine est exprimée dans différents organes ; le foie
et le cerveau étant ses principaux organes d’expression. Physiologiquement, elle joue un réle
de ligand des récepteurs permettant 1’endocytose des lipoprotéines. Présente dans le plasma,
I’ApoE est associée a ces lipoprotéines. Il existe 3 isoformes de la protéine : ApoE2, ApoE3
et ApoE4 et ce polymorphisme change profondément la structure et la fonction de la
protéine.” La répartition allelique de ce génotype a montré de grandes différences dans les
risques de développer une MA (tableau 1). L’allele €2 semblerait protecteur alors que 1’allele
&4 serait associé a un trés grand risque de développer une MA.* ' De plus ce dernier alléle

serait également associé a une forme plus précoce de la maladie.™

Tableau 1. Répartitions allélique du génotype de I’ApoE en fonction du statut
pathologique (sujets sains ou sujets atteints d’une maladie d’Alzheimer). Modifi¢ d’apres

Bird, 2008% selon les donnés de Jarvik et al., 1996.%

Génotype de I’ApoE Controles non MA Patients MA
(n=304) (n=233)

€2/€2 1.3% 0%

€2/e3 12.5% 3.4%
e2/e4 4.9% 4.3%
€3/€3 59.9% 38.2%
e3/ed 20.7% 41.2%
e4/e4 0.7% 12.9%

1.4 Traitements

Il existe a I’heure actuelle des traitements symptomatiques de la MA permettant de rallonger
la durée de vie des patients mais €galement de retarder de 2 ans en moyenne 1’entrée dans la
démence s’il s’agit de patients atteints d’'une MA débutante. Malgré le nombre de recherches
concernant la thérapeutique, la MA reste fatale, aucun traitement curatif n’existant pour cette

maladie a 1’heure actuelle.

Les traitements symptomatiques actuellement utilisés en pratique dans le cadre d’une MA

reposent sur la conception synaptique de la démence. Les molécules prescrites permettent

* . , . .
Expression cérébrale par les cellules gliales et notamment les astrocytes ; les neurones pouvant en produire
sous certaines conditions.
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ainsi de renforcer la communication via les liaisons synaptiques afin de minimiser I’impact
cognitif et cérébral causé par la perte de synapses induite par la maladie. Il n’existe que deux
types de médicaments approuvés par la Food and Drug Administration : les inhibiteurs de
l’acétylcholinestérase* (donepezil, rivastigmine et galantamine) et les antagonistes des

récepteurs NMDA ' (memantine).

L’apport des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase reste relativement modeste puisqu’ils
n’empéchent pas la progression de la pathologie cependant ils permettent non seulement au
patient de rester cliniquement stable pendant plus d’un an, mais également un regain de
capacité cognitive avec une régression des troubles comportementaux sur une période de 6
mois ; la progression du déclin cognitif est par la suite plus lente que pour les patients ne
recevant pas ce traitement.*® Il convient de noter qu’il n’a pas été observé de différence
significative dans 1’efficacité thérapeutique de ces trois molécules : donepezil (Aricept™),
rivastigmine (Exelon®™) et galantamine (Reminyl®).*® 1l en est de méme pour la memantine
(Ebixa®) qui montre une légére réduction de Ialtération cognitive chez des patients atteints
d’une MA modérée a sévére.®” Cependant ce médicament est couramment utilisé en pratique
clinique lors des stades séveres de la maladie en complément des inhibiteurs de

I’acétylcholinestérase, prescrits en premiere ligne thérapeutique.

2 LES ATROPHIES FOCALES

2.1 Les dégénérescences lobaires frontotemporales

Les DLFT regroupent des pathologies neurodégénératives dues a une atrophie prédominante
des lobes cérébraux frontaux et temporaux souvent asymétriques.®® Les différentes
présentations cliniques observées dans les DLFT sont dépendantes des régions cérébrales
atrophiées. Cependant ces syndromes, méme s’ils sont bien systématisés, ne présagent pas de

la pathologie neurodégénérative sous-jacente. L’étude neuropathologique des DLFT est

" L’acétylcholinestérase est une enzyme localisée dans la synapse et permettant de cataboliser 1’acétylcholine
restée dans la fente synaptique dans le but de réduire le signal en 1’absence de stimuli. Les inhibiteurs de cette
enzyme vont alors permettre au neuromédiateur de ne pas étre dégradé, renforgant potentiellement les signaux
délivrés au sein du systéme cholinergique.

 N-méthyl-D-Aspartate (NMDA) pour son agoniste spécifique, ce récepteur principalement post-synaptique est
activé par le glutamate et serait a la base de 1’excitotoxicité neuronale délétere dans la MA. L’emploi d’un
antagoniste inhibant cette excitotoxicitée neuronale permettrait une préservation relative de I’architectonie
cérébrale.

42



complexe et montre une hétérogénéité étiologique, dont la MA, responsable de ces tableaux

cliniques focaux.

2.1.1 Les démences frontotemporales

La DFT représente 5 a 10% des démences.*® Les critéres diagnostiques et cliniques de la DET
ont été défini en 1994 par les groupes de Lund et Manchester,* puis revus dans un article plus
récent.® 11 existe principalement deux formes de présentations cliniques corrélées a la
localisation cérébrale de 1’atrophie : une forme frontale comportementale et une forme
temporale avec des troubles du langage. Nous avons choisi de ne traiter dans ce paragraphe
que la forme comportementale, les formes temporales et aphasiques seront traitées dans le

paragraphe suivant.”

La DFT est majoritairement sporadique. L’age d’entrée étant généralement inférieur a 65 ans,
la DFT est une maladie a début plus précoce que la MA. La prédominance frontale de
I’atrophie bilatérale (figure 8) conduit sémiologiquement a un tableau frontal avec altération
de la personnalité (irritabilité, désinhibition sexuelle) et des conduites sociales (perte des
convenances sociales), dans lequel on retrouve un émoussement affectif, une négligence de
I’hygiéne et de I’aspect corporel, une rigidité mentale, une hyperoralité’ ainsi qu’un
comportement persévérant. Vont s’ajouter a ces symptomes pseudo-dépressifs des points
d’appel neurologiques comme 1’apparition d’un syndrome dysexécutif, un parkinsonisme
ainsi que la libération des réflexes archaiques : réflexe naso-palpébral inépuisable, apparition
d’un grasp et parfois d’un réflexe palmomentonnier. Au court de la maladie, 1’atrophie va

s’étendre aux autres territoires cérébraux.”’

" Cf. 2.1.1 : Aphasie primaire progressive au sein de ce chapitre.

T Modification des habitudes alimentaires, lubies et consommation excessive de tabac et 1’alcool, exploration
buccale des objets.
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Figure 8. Hémisphére cérébral gauche d’un patient atteint par une démence
frontotemporale (sous-type maladie de Pick). Atrophie prononcée « en lame de couteau » des

circonvolutions frontales (d’apres Graff-Radford et al., 200791).

Sur le plan neuropsychologique, il n’y a pas de désorientation temporo-spatiale ni d’atteinte
mnésique, I’amnésie antérograde étant un critere d’exclusion pour le diagnostic de DFT.
Snowden a décrit en 2001 deux formes cliniques distinctes au sein de ce variant
comportemental : une forme apathique associant une perte d’intérét dans les activités, un
émoussement affectif ainsi qu’une diminution de la réponse a la douleur; et une forme
désinhibée ou pseudo-maniaque caractérisée par une hyperoralité, une réponse sensorielle
exagérée et des comportements moteurs répétitifs.”® Les patients atteints de DFT présentent
des comportements sociaux inadéquats et bousculent les normes sociales. Des conduites
stéréotypées ou rituelles peuvent apparaitre, comme des répétitions de phrases ou encore des
manies ou collectionnismes, se sont les symptomes pseudo-obsessionnels de la maladie. Cette
symptomatologie frontale et comportementale de la DFT pourrait faire évoquer des troubles
psychiatriques, néanmoins I’étiopathogenese est neurodégénérative. L’imagerie permettant
d’étayer un diagnostic de DFT met en évidence une atrophie frontale bilatérale dans la
maladie de Pick et une atrophie temporale prédominante a gauche pour une DFT a inclusion

d’ubiquitine.”
La neuropathologie des DFT répond a une nosologie complexe. Plusieurs types de lésions

pouvant mener a un syndrome de DFT existent (tableau 2). La nature de ces Iésions n’est pas

sans conséquences sur le syndrome observé. Un sous-type clinique de DFT lié a la sclérose
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latérale amyotrophique (SLA) a été décrit.”* Ce syndrome mixte DFT-SLA est présent dans
15% des cas de DFT. Le substrat pathologique de cette forme de DFT (TDP-43) est le méme
que celui retrouvé dans les SLA pures, suggérant différentes manifestations cliniques d’une

méme entité pathologique.”

Tableau 2. Principales inclusions protéiques responsables d’une démence

frontotemporale
Sous type de DFT Types d’inclusions protéiques
DFT-tau positive : maladie de Pick Protéine tau : inclusions a corps de Pick
DFT-TDP43 — DFT-SLA TDP-43
DFT-ubiquitine positive (tau-/TDP43-) Ubiquitine
Maladie a inclusions de filaments | Filaments intermédiaires
intermédiaires
DFT sans histologie distincte Protéines non identifiées

La majorit¢ des DFT présentent des inclusions cellulaires de protéines tau, se révélant
cliniquement par un sous-type de DFT appelé maladie de Pick, ou de TDP-43. La maladie de
Pick est une distinction neuropathologique de la DFT, avec des inclusions a corps de Pick
composés de protéines tau. Dans environ 10 a 15% des cas de DFT il n’est pas retrouvé de

protéines pathologiques identifiables neuropathologiquement.

Une étude rétrospective a permis de mettre en évidence la prégnance de certains profils
sémiologiques entre les différents aspects neuropathologiques de la DFT.”® Les patients
atteints d’une DFT-tau positive présenteraient plus de déficits visuospatiaux ainsi qu’un
syndrome extrapyramidal par rapport aux patients a inclusions cérébrales d’ubiquitine ou de
TDP-43. De la méme manicre, ces derniers patients seraient plus sujets a des troubles du

langage et des troubles des fonctions exécutives que les patients atteints d’une tauopathie.

Méme si la majorité des DFT sont sporadiques, une composante génétique de la DFT existe,
le plus souvent sur un mode autosomique dominant impliquant les génes de la protéine tau
(DFT avec parkinsonisme liée au chromosome 17) ou encore de la progranuline. La
pathogéneése de certaines DFT/SLA peut également étre due a certaines mutations

génétiques.”’
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Le diagnostic de la DFT reste donc difficile, une symptomatologie ne présageant pas de
I’étiologie de la pathologie sous-jacente. En effet, un peu moins de 20% des patients avec un
diagnostic ~ante mortem de DFT se révelent étre des MA  confirmées
neuropathologiquement.”® D’autres pathologies comme la DCL, la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (MCJ) ou encore une démence vasculaire peuvent étre responsables de ce syndrome

1.” Comme nous I’avons vu plus haut en traitant la MA, des présentations

comportementa
frontales de la MA existent. De méme il n’est pas surprenant de retrouver un recouvrement
clinique entre des pathologies comme la DFT, I’aphasie primaire progressive (variante
temporale des DLFT), la dégénérescence corticobasale ou la paralysie supranucléaire

100, 101

progressive. De fagon plus surprenante, une DFT peut se manifester cliniquement par

De fait, des examens paracliniques,

des troubles pouvant faire évoquer une DCL.
biologiques notamment, permettant d’approcher la neuropathologie du vivant du patient

pourraient permettre d’augmenter considérablement la précision du diagnostic différentiel.”

II n’existe pas de traitements médicamenteux spécifiques des DFT. Les bases
neuropharmacologiques des DFT sont fortement associées a un déficit en sérotonine ;
certaines ¢études clinico-biologiques ayant montré une déplétion en métabolites de la
sérotonine dans le liquide céphalorachidien de ces patients ainsi qu’une perte neuronale du

103, 104 A
’ Beaucoup de symptomes

systéme sérotoninergique mise en évidence a l’autopsie.
comportementaux rencontrés dans les DFT répondent du systéme sérotoninergique, la mise en
place d’un traitement a base d’inhibiteur de la recapture de la sérotonine (fluoxetine, sertraline
et paroxetine notamment) peut permettre de diminuer ces troubles. De plus, I’instauration
d’antipsychotiques (risperidone par exemple) est une alternative en cas de troubles séveres

pharmacorésistants aux inhibiteurs de la recapture de la sérotonine. Les traitements

usuellement prescrits pour une MA n’ont pas de bénéfices dans les DFT.
2.1.2 Aphasie primaire progressive
L’aphasie primaire progressive (APP) ou syndrome de Mesulam, variante temporale des

DLFT, fut décrite pour la premiére fois en 1982.'% Le décés survient généralement 6 a 7 ans

aprés le début de la maladie.'®® Ce syndrome a été divisé depuis quelques années en trois

" Cf. Chapitre III : Biologie des démences
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variantes : 1’aphasie progressive non fluente, la démence sémantique et 1’aphasie ou atrophie

logopénique.'”’

Aphasie progressive non fluente : forme caractérisée par un débit verbal non fluent, une

. . . B . * . r r .
articulation difficile, un agrammatisme, une difficult¢ dans la compréhension des structures
syntaxiques complexes et un manque du mot mais une préservation de la compréhension des

mots isolés.

Démence sémantique : variante avec une fluence verbale et syntaxique normale ainsi qu’une

relative préservation de la compréhension syntaxique, mais une anomie’ et des troubles de la
signifiance des mots et des objets. La compréhension orale et écrite est altérée associant

dysgraphiejt et dyslexie de surface.’

Aphasie logopénique : se caractérise par un débit de parole ralenti, une fluence conservée

mais marquée par des pauses dues a un manque du mot. Sans réel agrammatisme, les
structures grammaticales et syntaxiques €tant simplifiées mais correctes, il n’y a pas de
difficulté a la compréhension des structures syntaxiques comme dans |’aphasie progressive
non fluente. De méme, il n’est pas retrouvé de troubles dans la compréhension des mots ou

des objets comme dans la démence sémantique.

L’atrophie touche principalement la région périsylvienne gauche,** le lobe temporal antérieur
de fagon bilatérale avec une atteinte plus marquée a gauche et les ganglions de la base
bilatéralement.'”” Cependant, il existe quelques différences dans la localisation de ’atrophie
entre les trois variantes de 1I’APP, I’atrophie ayant une tendance a s’étendre aux lobes

temporaux antérieurs et internes dans la démence sémantique.'®

La neuropathologie des APP est tout a fait comparable a celle des DFT : inclusions a corps de

Pick, inclusions d’ubiquitine et de TDP-43. Cependant, les I€sions retrouvées peuvent €tre

" Débit de parole ralenti, réduction du vocabulaire, simplification des structures syntaxiques disponibles et
brieéveté des phrases.

T Difficulté a la dénomination.
! Difficulté dans I’écriture.

¥ Déficit de la voie lexicale, le lecteur ne passe que par la phonologie pour lire un mot (difficulté a lire « tabac »
qui sera lu en « tabak » par exemple). Le lien entre le mot et son sens est rompu et la compréhension est altérée.

k% y . r s ’ .
Région cérébrale dévolue aux fonctions du langage

47



spécifiques d’autres pathologies telles que la dégénérescence corticobasale (DCB) ou la
paralysie supranucléaire progressive (PSP).” ' Ces deux derniéres pathologies ont &été
regroupées avec les DLFT par Kertesz au sein d’une entité clinicopathologique portant le nom

de complexe de Pick.''"

Il existerait une tendance a des neuropathologies distinctes entre les trois variantes de I’ APP.
En effet, et comme nous I’indique une récente étude autopsique conduite sur des patients
atteints des 3 variantes cliniques de I’APP (n=18), le phénotype clinique serait corrélé a la
nature des lésions cérébrales.''’ Les patients atteints par une aphasie non fluente progressive
ont préférentiellement des lésions de types tauopathies du complexe de Pick (PSP, DCB,
maladie de Pick) ou alors des inclusions d’ubiquitine et de TDP-43. Les patients ayant une
démence sémantique ont plutét des Iésions cérébrales d’ubiquitine et de TDP-43 alors que
ceux atteints de la forme logopénique sont principalement d’étiologie Alzheimer, ce dernier

107, 112

résultat confirmant des études précédentes. Quoi qu’il en soit, de nombreuses études

neuropathologiques rapportent une proportion importante de patients atteints par ce syndrome

APP ayant finalement une MA a I’examen post-mortem.'®** 19112

2.2 Les atrophies corticales postérieures ou syndrome de Benson

C’est en 1988 que fut décrit et isolé pour la premiere fois ce syndrome grace a une série de 5
patients atteints d’une démence et répondant d’un méme cadre nosologique.'” L’atrophie
corticale postérieure (ACP) a par la suite été mentionnée sous le nom de syndrome de Benson
par de nombreux auteurs. Ce syndrome clinique est rare, il se caractérise par une plainte
visuelle d’apparition progressive associée a une atrophie bilatérale des régions corticales
postérieures (occipito-pariéto-temporales). Les caractéristiques cliniques de ce syndrome
incluent précocement des troubles visuoconstructifs,’” une heminégligence spatiale,* une

. . . o Kk . . *
agnosie environnementale,’ une anomie, une alexie  ainsi qu’un syndrome de Gerstmann' et

" Concept permettant d’unifier les syndromes cliniques de DFT, d’APP, de DCB et de PSP ainsi que leurs
caractéristiques neuropathologiques pour lesquels il existe un grand recouvrement.

T Perturbation de la capacité d’assembler des parties pour en faire un tout li¢ a une difficulté a percevoir les
relations spatiales entre les différentes parties d’une entité globale.

! Tendance a ne pas détecter ou explorer toutes stimulations localisées dans I’hémi-espace controlatéral 4 la
1ésion.

¥ Incapacité a identifier les stimuli de I’environnement.

" Perte de la compréhension du langage écrit.
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un syndrome de Balint.” L’installation d’un tableau démentiel s’instaure en moyenne cing ans
apres ’apparition des premiers troubles visuels associant amnésie et anosognosie. La
survenue d’hallucinations visuelles n’est pas rare et des syndromes de Capgras® et de Fregoli®
ont été décrit dans les ACP.''* De récents articles permettent de dresser un cadre nosologique
plus précis et de constituer les critéres cliniques et neuropsychologiques des ACP.''*!
L’examen neuroradiologique met en ¢vidence une atrophie cérébrale ainsi que des

, . , . ’ . o 1 117,118
changements métaboliques et moléculaires prédominant dans les régions postérieures.''”

Comme nous I’indique la neuropathologie, I’étiologie de ce syndrome est complexe. Plusieurs
¢tudes neuropathologiques rapportent cette hétérogénéité avec des cas de gliose sous-
corticale, de MCJ, de DCL ou encore de DCB restreintes aux régions cérébrales

o 116, 119-121
posterieures.

Ces caractéristiques pathologiques pourraient expliquer certains
recouvrements cliniques avec d’autres pathologies comme la DCL et la survenue
d’hallucinations visuelles.'** Cependant 1’examen neuropathologique des cerveaux de patients
atteints par une ACP révele une MA sous-jacente dans une majorité de cas, a tel point que ce

syndrome fut appelé « le variant visuel de la maladie d’Alzheimer » par certains auteurs.'® '*-

125

3 LA DEMENCE A CORPS DE LEWY

La DCL représente environ 15% des démences neurodégénératives apres confirmation
neuropathologique.'* Cette pathologie reste néanmoins trés difficile a diagnostiquer en regard
de la MA. La maladie est d’installation progressive avec des troubles cognitifs mnésiques
pouvant toucher d’autres domaines. La mémoire n’est pas toujours atteinte d’emblée et
certains tableaux cliniques débutent par des mouvements anormaux. En effet, il faut au moins
deux des trois atteintes suivantes pour €tablir un diagnostic de DCL probable : fluctuations

cognitives, hallucinations visuelles et syndrome extrapyramidal. D’autres signes, associés

" Syndrome constitué par une indistinction droite-gauche, une agnosie digitale (incapacité de designer les doigts
d’une main) associés a une agraphie (incapacité d’écriture) et une acalculie (incapacité de reconnaitre les
chiffres et d’effectuer des opérations).

T Apraxie optique, ataxie optique et simultagnosie.

* Tllusion des sosies ou le patient ne reconnait pas une personne et croit qu’elle a été remplacée par un
imposteur.

¥ Fausses reconnaissances de plusieurs personnes sans ressemblance comme étant la méme personne.

™ Alternance de périodes de déficits globaux dans les différents domaines cognitifs et de performances normales.
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plus généralement aux pathologies impliquant 1’a-Syn, tel que des mouvements oculaires
rapides associés a une activité musculaire durant le sommeil peuvent apparaitre tres
précocement dans I’histoire de la maladie, bien avant les premiers ¢léments en faveur d’une
synucléopathie.'”” Ces épisodes d’agitations nocturnes sont présents dans la DCL mais
également dans la maladie de Parkinson (MP) ou les atrophies multisystématisées.'”® La
distinction clinique entre la DCL et la démence de la MP n’est pas aisée. Elle repose sur
I’intervalle temporel entre I’apparition du syndrome parkinsonien et les troubles cognitifs ;
ces deux maladies appartenant au méme spectre clinicopathologique. La mémoire épisodique
est peu touchée dans les premiers stades de la DCL par rapport a la MA, cependant les
troubles mnésiques apparaissent et deviennent de plus en plus importants lorsque la maladie
progresse. Les patients atteints par la DCL ont préférentiellement des troubles de la
perception visuo-spatiale, ainsi que des troubles attentionnels, des fonctions exécutives et une
distractibilité. Les critéres pour établir un diagnostic de DCL ont été revus en 2005 afin
d’intégrer de nouvelles techniques d’imageries métaboliques permettant d’objectiver une

pathologie due a I’a-Syn.'”

L’imagerie morphologique permet, comme nous 1’avons vu dans la MA, de mettre en
évidence une pathologie vasculaire co-occurrente mais ne permet pas réellement de distinguer
une DCL d’une MA. Cependant, il peut exister une relative préservation morphologique du
lobe temporal interne dans la DCL, cette atrophie étant bien moins présente a I’IRM que dans
la MA."* Une réelle discrimination & I’imagerie se trouve dans I"utilisation de la scintigraphie
cérébrale au DaTSCAN." Ce traceur permet d’apprécier I'intégrité de la voie nigro-stride.’
Dans la DCL, on observe une dégénérescence de ce réseau dopaminergique et une atteinte des
noyaux gris centraux (putamen et noyau caudé) par perte des neurones présynaptiques
dopaminergiques (figure 9). Le diagnostic clinique de la DCL a une mauvaise spécificité
(environ 40%) et une modeste sensibilité de 75%.""' Cet examen radiologique permet
d’augmenter considérablement la précision du diagnostic ante-mortem de la DCL en

augmentant sa sensibilité (environ 90%) et sa spécificité (100%).""

" Toflupane['*'I] : analogue de la cocaine, présente une affinité élevé pour le transporteur présynaptique de la
dopamine.

T Réseau neuronal dopaminergique impliqué dans le control moteur.
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Figure 9. DaTSCAN. Tragage normal chez un sujet sain : fixation importante au niveau du putamen
et du noyau caudé (en haut a gauche), puis (de gauche a droite et de haut en bas) diminution
progressive du signal chez des patients atteints de parkinsonisme 1éger, modéré et sévere (d’apres Bain

2002"%%).

Cependant la distinction entre patients atteints de MA et ceux atteints de DCL se révele
complexe dans la pratique clinique puisqu’il existe un recouvrement clinique entre ces deux
pathologies pouvant parfois étre di & une coexistence fréquente de leurs lésions cérébrales

respectives a I’autopsie.

La thérapeutique a envisager lors d’une DCL est limitée. Les patients atteints par la DCL ont
une mauvaise réponse aux neuroleptiques avec une aggravation du syndrome extrapyramidal
et du syndrome confusionnel, pouvant aller jusqu’au déces. Cette sensibilité aux
neuroleptiques est un signe non négligeable de la DCL, cependant il n’intervient que dans
50% des cas de DCL."* L’établissement du diagnostic permet non seulement d’éviter la
prescription délétere de neuroleptiques mais aussi d’instaurer des inhibiteurs de

I’acétylcholinestérase ayant prouvé leur efficacité dans cette pathologie.'**

" Cf. 1.1.3.3 : Maladie d’Alzheimer et démences mixtes.
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On retrouve des CL intracérébraux ainsi que des neurites de Lewy chez les patients atteints
d’une DCL aprés ’examen post mortem du cerveau. Les lésions sont des inclusions
neuronales intracytoplasmiques, le plus souvent sphériques pour les CL, filamenteuses et
diffuses pour les neurites de Lewy, composées d’a-Syn et d’ubiquitine. Du point de vu
neuropathologique, les DCL sont divisées en 3 sous-types en fonction de la distribution
topographique des CL : forme prédominant dans le tronc cérébral, forme limbique” (pouvant
étre vue comme une forme transitionnelle) et forme néocorticale.'> Cette classification est
définit en 6 stades de Braak, comme pour la pathologie intéressant les DNF, en fonction de

I’étendue 1ésionnelle des CL dans le cerveau.'®

Ainsi les deux premiers stades intéressent
I’étage médullaire, les stades 3 et 4 correspondent aux Iésions retrouvées au niveau du
mésencéphale (et particuliérement la substance noire’) et les stades 5 et 6 a I’extension des
Iésions au néocortex. Toutefois, plus de 20% des sujets sans trouble ont une pathologie a
CL."” Comme nous ’avons mentionné plus haut, la coexistence de lésions n’est pas rare et on
estime qu’une grande majorité de patients présentant une DCL (environ 90%) ont des dépots
amyloides associés (figure 10). De plus les DNF, deuxi¢me I¢€sion caractéristique de la MA,
sont fréquemment observés dans les DCL. Cette présence contribuerait d’ailleurs a une

modification dans I’expression de la maladie qui tendrait vers un profil cognitif de type MA ;

contribuant  la difficulté et I’imprécision du diagnostic clinique de ces pathologies.'*®

" Le systéme limbique est un groupe de structures cérébrales sous-corticales comprenant I’hippocampe,
I’amygdale, le gyrus cingulaire, le fornix et I’hypothalamus.

¥ Noyau pigmenté par la neuromélanine appartenant au mésencéphale et composé en partie de neurones
dopaminergiques. La substance noire est dépigmentée lors d’une maladie de Parkinson ou d’une maladie a corps
de Lewy a cause de I’atteinte préférentielle de ce systéme dopaminergique par ces pathologies.
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Corps de Lewy Corr_:s de Lewy Plaques Degenerescences
dans le trone corticaux/ amyleides neurofibrillaires
cérébral limbigues

Maladie de

Parkinson

Maladie d'Alzheimer

Figure 10. Relations clinicopathologiques entre la maladie d’Alzheimer et les pathologies
liées aux corps de Lewy (maladie de parkinson et démence a corps de Lewy). (D’apres

Troster 2008'%%).

4 MALADIE DE PARKINSON

La MP est une maladie d’instauration progressive dont les caractéristiques principales sont
des mouvements anormaux, apparaissant généralement aprés 50 ans. Les manifestations
cliniques précoces de la MP permettent d’en faire le diagnostic sur la base de signes cardinaux
(syndrome parkinsonien : akinésie ou bradykinesie,* rigidité’ et tremblements de reposi)
associés a des signes apparaissant secondairement dans I’histoire naturelle de la maladie et
incluant notamment et de facon non systématique une symptomatologie sensitive (douleur et
paresthésies notamment), une hyposmie,’ des troubles du sommeil ainsi quune dépression.
Les criteres diagnostiques permettant d’évoquer une MP sont basés essentiellement sur la

clinique et I’'anamnése.'*

" Réduction de la motricité automatique volontaire se traduisant par une diminution du ballant du bras a la
marche, une raréfaction du clignement palpébral et de I’expression des émotions du visage.

" Touchant les membres supérieurs dans un premier temps puis devenant axial au cours de I’évolution de la
maladie.

' Souvent asymétriques, ils cessent a I’initiation d’un mouvement volontaire et peuvent étre majorés lors d’un
stress ou d’un état de fatigue.

¥ Perte partielle de 1’odorat.
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Le syndrome parkinsonien provient de la dégénérescence du systéme dopaminergique central
par le méme processus neurodégénératif spécifique de la DCL avec les CL. Apres
I’établissement du diagnostic, les manifestations de la maladie subissent un changement
découlant de I’instauration du traitement médicamenteux. La prescription de L-Dopa
(précurseur de la dopamine) permet de minorer les troubles moteurs mais induit cependant des
effets tels qu’une dyskinésie” ou encore des hallucinations. La progression de la maladie va
jusqu’a une perte d’autonomie et parfois une démence associée appelée démence de la MP.
Cette démence, apparaissant tardivement dans la MP, est une pathologie cliniquement et

anatomopathologiquement semblable a la DCL."

Le substrat biologique de la MP est di a une dénervation importante du réseau
dopaminergique nigro-striatal.jC On considere que 80% des neurones dopaminergiques doivent
étre atteints et 1ésés pour avoir un retentissement clinique de cette dénervation et ainsi pouvoir
porter un diagnostic de MP. Les caractéristiques anatomopathologiques de la MP sont tout a
fait comparables a celles des DCL évoquées dans le paragraphe précédent.'*® '*' Cependant,
et contrairement aux DCL, les CL investissent rarement les étages cérébraux supérieurs

(néocortex).

S AUTRES SYNDROMES PARKINSONIENS

Nous avons choisis de traiter brievement dans cette partie deux pathologies qui auraient tout
aussi bien pu trouver leur place au sein du paragraphe consacré aux DLFT. En effet, la DCB
ainsi que la PSP appartiennent, comme nous ’avons mentionné plus haut, aux maladies du
complexe de Pick.'"” Cependant nous avons classé ces deux maladies selon leurs
symptomatologies parkinsoniennes. Bien que ces deux pathologies se caractérisent par un
syndrome parkinsonien, ¢a n’est pas 1’0-Syn qui est responsable de la dégénérescence

cérébrale, mais la protéine tau.

* . . . . . , s
Anomalie des mouvements se traduisant notamment par des spasmes, une incoordination et une parésie.
T Cf. 3 : La démence a corps de Lewy.

* Ibid
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5.1 Dégénérescence corticobasale

La DCB est une maladie neurodégénérative impliquant a la fois le cortex et les noyaux gris

142
1.

centraux. Elle fut décrite pour la premiere fois par Rebeiz et a mais il aura fallu plusieurs

décennies (en 1989) avant que ce phénotype clinique ne parvienne a trouver son nom de

La DCB se caractérise cliniquement par un syndrome akineto-rigide asymétrique de survenue
progressive auquel s’associe une importante apraxie idéomotrice, des myoclonies, des
troubles sensitifs corticaux, une atteinte oculomotrice et des troubles cognitifs. Bien qu’il ait
été reconnu que la démence soit une présentation commune de la DCB,'** le syndrome
parkinsonien unilatéral s’avére étre la présentation clinique la plus classiquement retrouvée.'®
Le diagnostic clinique de la DCB n’est pas aisé, en partie a cause de 1’hétérogénéité de sa
symptomatologie mais également parce que certains symptomes qui lui sont associés peuvent
se retrouver dans d’autres affections neurologiques appartenant au complexe de Pick
notamment (DLFT), ainsi que d’autres syndromes parkinsoniens tels que 1’atrophie
multisystématisée, la MP, la maladie de Huntington, la maladie de Creutzfeldt Jakob ou
encore la MA. Un tel recouvrement clinique, en particulier avec la PSP, aboutie a une
sensibilité du diagnostic clinique n’excédant pas 40%.'*® De plus, les symptomes de la DCB
se retrouvent dans d’autres affections neurologiques (principalement la MA) sans que la DCB
en soit 1’étiologie, poussant de nombreux auteurs a parler de syndrome de DCB ou syndrome

. 101, 147, 148
corticobasal, % 147

L’imagerie, la plupart du temps normale aux stades précoces de la maladie, montre une
atrophie corticale asymétrique préférentiellement postérieure intéressant le lobe pariétal et

.14
frontal lors de sa progression. ’

Des criteres neuropathologiques ont €té proposés et permettent de confirmer un diagnostic
clinique de DCB grace a 1’observation histologique d’inclusions neuronales et gliales de
protéines tau dans le cortex et le striatum.'” Différents types de lésions interviennent au
cours de la DCB, touchant le cortex, les noyaux gris centraux ainsi que la substance blanche.
On retrouve notamment des DNF dans le cortex cérébral mais aussi dans le tronc cérébral, des

fibres tortueuses, des plaques astrocytaires quasi-pathognomonique de la DCB et des

55



inclusions oligodendrogliales. La variabilit¢ dans la distribution et la sévérité¢ des lésions

observées histologiquement sont le reflet de I’hétérogénéité des présentations cliniques.'**

5.2 Paralysie supranucléaire progressive

La PSP ou maladie de Steele-Richardson-Olszewski est un syndrome clinique se manifestant
par une paralysie supranucléaire,” une instabilité posturale, une rigidité axiale progressive et
une démence."”! Cependant plusieurs variants cliniques de cette maladie coexistent, il n’est
donc pas rare de retrouver des dystonies, une apraxie, ainsi que des troubles du langage chez
les patients atteints de PSP.'*> Les patients présentent une atrophie prédominante du tronc
cérébral souvent étendue aux noyaux gris centraux (pallidum, thalamus et noyaux sous-
thalamique) et aux régions préfrontales. L’histologie révele des 1ésions neuronales
comprenant les DNF ainsi qu’une pathologie gliale faisant également intervenir la protéine

tau et montrant une topographie lésionnelle distincte.'>®

6 MALADIES A PRION: ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES
TRANSMISSIBLES

Les maladies a Prion sont des maladies neurodégénératives rares d’issue fatale touchant a la
fois ’Homme et 1’animal. Chez I’animal, elles comprennent essentiellement la tremblante du
mouton (« scrapie ») et I’encéphalopathie spongiforme bovine médiatisée plusieurs décennies
auparavant en « maladie de la vache folle ». Toutes ont en commun d’étre transmissibles entre
individus et de présenter une longue période d’incubation asymptomatique. Les critéres
diagnostiques actuels des encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) ont été établis
par le réseau européen de surveillance des maladies a prion Euro-Neuro CJD en 2003 adaptés
des recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé éditées en 1998."* Nous ne

présenterons dans ce paragraphe que les EST humaines.

6.1 Les formes sporadiques : maladie de Creutzfeldt Jakob

Les formes sporadiques des maladies a Prion sont les plus fréquentes et représentent environ

85% de la totalité des EST.!> L’incidence est la méme entre les hommes et les femmes avec

" Notamment une ophtalmoplégie supranucléaire (paralysie de la latéralité et réduction du champ visuel surtout
vertical), signe le plus précoce de ce syndrome.
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un age moyen de survenue d’environ 68 ans et représentant 1.5 cas par million d’habitant et
par an. La forme sporadique la plus largement répandue est la maladie de Creutzfeldt-Jakob

(MCYJ).

Cette forme se caractérise cliniquement par une démence d’évolution rapidement progressive
associée a des myoclonies ou d’autres mouvements anormaux. Elle aboutit au déceés en moins
d’un an dans 90% des cas, le déces survenant le plus souvent en quelques mois. Un grand
nombre de signes non spécifiques peuvent étre associ€s a ces signes neurologiques : troubles
comportementaux, troubles psychiatriques, signes pyramidaux et extrapyramidaux, ataxie
ainsi qu’une cécité corticale.'”® De nombreux variants cliniques de la forme classique
présentée plus haut sont décris telle que la forme ataxique présentant des signes inauguraux
cérébelleux ou encore le variant d’Heidenhain caractéris€ par une atteinte visuelle au premier
plan de la présentation clinique et précédant 1’apparition de la démence. De plus, une forme
trés rare d’insomnie fatale sporadique a été décrite avec une symptomatologie identique a

I’insomnie familiale fatale que nous verrons plus loin sans aucune anomalie génétique.

6.2 Les formes génétiques

L’incidence de ces formes est variable d’un pays a I’autre, représentant moins de 10% des cas
d’EST en France jusqu’a 25% des cas en Israél.'> Ces formes se transmettent sur un mode
autosomique dominant, bien qu’il n’y aie pas d’antécédents familiaux connus dans pres de la
moitié¢ des cas. On compte parmi ces formes génétiques le syndrome de Gerstman-Straussler-
Sheinker (GSS), I’insomnie fatale familiale (IFF) et la MCJ familiale dont la mutation la plus
fréquente est E200K.

Le syndrome de GSS se caractérise cliniquement par une ataxie cérébelleuse, un syndrome
pyramidal et I’apparition plus tardive d’une démence alors que la démence est au premier plan
du tableau clinique lors d’une mutation E200K, tableau classiquement enrichi par une ataxie
et des myoclonies. L’IFF quant a elle, se caractérise par des insomnies, des troubles
dysautonomiques et moteurs avec une altération cognitive plus tardive.'”’ Depuis I’essor des
analyses génétiques et le recensement croissant de telles mutations, il devient difficile de
relier une anomalie a un phénotype clinique qui peut s’avérer trés variable selon la mutation.

Le diagnostic différentiel s’aveére d’autant plus difficile que les anomalies sont rares, la
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symptomatologie pouvant répondre a d’autres étiologies neurodégénératives. Il est alors

possible qu’un grand nombre de cas ne soit pas détecté.'”®

6.3 Les formes acquises

6.3.1 Le Kuru

La maladie du Kuru a été découverte dans les années 1950 et concerne une population
aborigéne de Papouasie Nouvelle Guinée. Son mode de transmission était liée aux rites
anthropophagiques funéraires afin de s’imprégner de la force physique et spirituelle du défunt.
A la suite de I’interdiction par I’administration australienne de ces rites cannibales a la fin des
années 1950, la maladie a aujourd’hui quasiment disparu, les quelques cas actuels étant nés
avant 1950. La période d’incubation moyenne est de 12 ans mais quelques cas semblent avoir
eu une incubation plus longue de I’ordre de 50 ans. Cette maladie débute classiquement par
des tremblements et une forme ataxique. La démence survient plus tardivement mais

n’enrichit pas toujours le tableau clinique.'’

6.3.2 Formes iatrogénes

Les formes de MCJ ayant pour origine une action thérapeutique représentent 1% des cas de
MCJ. On connait deux causes principales a ces contaminations : les greffes de dure-mére
(majoritairement au Japon) et les injections intramusculaires d’hormone de croissance
extractives (plus de 200 cas recensés en 2010 dont 119 en France selon I’Institut de veille
sanitaire). La majorité des transmissions iatrogenes en France s’est effectuée a travers
’utilisation de lots dérivés d’hormones hypophysaires d’origine humaine contaminés. Les
signes inauguraux de la maladie sont cérébelleux avec une durée d’incubation relativement
longue de plus de 10 ans en moyenne et pouvant aller jusqu’a 30 ans. D’autres cas beaucoup
plus rares ont pu étre reliés a des greffes de cornées ou encore a I’implantation d’électrodes

neurochirurgicales.'®

6.3.3 Nouveau variant de la MCJ

Cette forme récente, décrite pour la premiere fois en 1996 par une équipe frangaise et une

équipe britannique, présente des caractéristiques différentes des autres MCJ.'®" 12 Un lien
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causal avec I’épidémie d’encéphalopathie spongiforme bovine a été¢ évoqué des les premiers
cas. '® Des études expérimentales ont rapidement étayé cette hypothése : des similitudes
observées entre les lésions induites par la protéine Prion (PrP)’ dans les cas
d’encéphalopathies spongiformes bovines et de variant de la MCJ (vMCJ) de méme que des
¢tudes de transmission orale chez le chimpanzé précisant le mode de transmission du

pathogéne.'® 14

L’hypothese étiologique de la contamination alimentaire via la viande
contaminée par I’encéphalopathie spongiforme bovine est aujourd’hui largement admise. On
dénombre au 1% juillet 2010 : 173 cas dont 169 confirmés en Angleterre et 47 autres cas

répartis entre 1’Europe, I’ Amérique du nord et le moyen orient dont 25 cas en France.

Cette forme touche des sujets plus jeunes, agés de 26 ans en moyenne avec une durée
d’évolution plus longue (14 mois en moyenne) que pour la MCJ sporadique.'® Elle se
distingue cliniquement de la forme classique par sa présentation psychiatrique au premier plan
du tableau clinique. Les patients présentent des troubles du comportement avec un syndrome
dépressif, une anxiété ainsi qu’un repli social associés a des troubles mnésiques au cours de
I’évolution de la maladie. A ces troubles vont également s’associer des douleurs diffuses et
persistantes au niveau des membres inférieurs, les points d’appels neurologiques tels qu’une
ataxie ou des mouvements anormaux interviennent généralement 2 mois apres 1’apparition des

premiers troubles.

6.4 Diagnostic des EST : examens paracliniques et neuropathologie

Le diagnostic antemortem des EST est, comme pour les autres maladies neurodégénératives
vues plus haut, un diagnostic de probabilité. Ce diagnostic est fondé sur un faisceau
d’arguments cliniques, neuroradiologiques (IRM notamment), électrophysiologiques avec
I’électroencéphalogramme (EEG) et biologiques.* Ces différents critéres permettent de classer
les cas de MCJ en «possible » ou « probable », le diagnostic de certitude n’étant établi
qu’aprés examen neuropathologique du cerveau par la mise en évidence de la PrP

pathologique via des techniques immunohistochimiques et de Western Blot (WB).

" La physiologie de cette protéine ainsi que ses dysfonctionnements aboutissant a son caractére infectieux sont
développés dans le Chapitre 11 : Protéinopathies.

¥ Chiffres provenant des données récoltées par The European Creutzfeldt Jakob Disease Surveillance Network
(EUROCID, pour plus de renseignements se reporter a : http://www.eurocjd.ed.ac.uk/) et de I’Institut de veille
sanitaire (INVS : http://www.invs.sante.ft/).

' Cf. Chapitre III : Biologie des démences.
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Les caractéristiques du tracé EEG évoluent en fonction de 1’état d’avancement de la maladie
et du type de MCJ dont le patient est atteint. On retrouve des ondes périodiques ou des
complexes d’ondes lentes au tracé EEG. Cependant ce type d’ondes peut aussi étre observé au
cours de la MA ou encore d’une DCL."*® Quoi qu’il en soit, ces signes électrophysiologiques
varient fortement en fonction de la forme de MCJ, la sensibilité de cet examen ne dépassant

pas 60% selon le réseau européen de surveillance (EUROCJD).

L’IRM s’avere €tre un outil diagnostique intéressant dans la distinction des vMCIJ et des cas
sporadiques notamment, méme si les critéres internationaux n’intégrent actuellement
I’imagerie que pour les cas «possibles » de vMCJ (EUROCJD). L’IRM présente un
hypersignal symétrique et bilatéral au niveau du thalamus postérieur en gradient de diffusion,
caractéristique appelée « signe du pulvinar ». Ce signe est retrouvé chez les vMCJ avec une
spécificité de 94% et une sensibilité de 81%."°° Cette technique s’avére également sensible
dans les cas sporadiques puisqu’on observe un hypersignal au niveau de la téte du noyau

. 16
caudé et du putamen dans 70% des cas environ.'®’

Le diagnostic de certitude de la MCJ repose sur la localisation de la triade histologique
spongiose, gliose astrocytaire et perte neuronale associée a la mise en évidence de la PrP

pathologique via I’immunohistochimie.'®®

Il existe plusieurs types de dépdts de PrP:
synaptiques diffus, périvacuolaires, périneuronaux et en plaques.'® Tout comme dans les
autres démences développées plus haut, il existe des mixités pathologiques au sein de 1’entité
clinicopathologique des MCJ. Des coexistences 1ésionnelles entre la MA et la MCJ ont été

R 170, 171
décrites.

De plus, un patient cliniquement atteint par une MCJ et présentant des lésions
caractéristiques de cette maladie mais aussi de la DCL et de la MA a récemment été
rapporté.'”? Une étude autopsique rétrospective effectuée sur une série de 39 patients atteints
pas une MCJ E200K a décrit la fréquence des co-pathologies au sein de cette MCJ, montrant

de ce fait que les cooccurrences pathologiques tenaient plus de la régle que de 1’exception.'”

7 DEMENCES ET FORMES PRODROMALES

L’amélioration du diagnostic différentiel de la MA et des syndromes apparentés ainsi que la
plus grande précision de ce diagnostic au cours de ces derniéres années a permis de dégager
des expressions cliniques de plus en plus précoces de ces pathologies. On a vu ainsi apparaitre

des prodromes de ces maladies.
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On estime que la pathologie sous-jacente responsable de la démence, s’il s’agit d’une
étiologie neurodégénérative, évolue de facon infraclinique généralement pendant 20 a 30 ans
avant de libérer les premiers symptomes et devenir cliniquement apparente.'™ Ce stade de la
maladie est caractérisé par des troubles cognitifs 1égers ou « Mild Cognitive Impairement »
(MCI).'” Ce stade MCI, trés relayé dans la pratique clinique internationale ainsi que la
recherche, a été décrit par Petersen en 1999 ; cependant cette notion pathologique précoce a
¢té¢ décrite plus de 10 ans avant ce concept de MCI que I’on nommait « troubles de la
mémoire liés a 1’age », « déclin cognitif lié a 1’age » ou encore «troubles cognitif sans

, 176-178
démence ».

Bien que les troubles cognitifs 1égers soient le mode d’entrée privilégié d’une démence, le
stade MCI n’est pas toujours associé¢ a une étiologie neurodégénérative puisque des sujets
atteints de dépression peuvent volontiers présenter un MCI. De méme, cette symptomatologie
peut étre révélatrice d’une démence vasculaire.'” Les premiéres études déterminant le cadre
nosologique des MCI comprenaient une plainte mnésique sans atteinte cognitive d’un autre
domaine comme critére diagnostic principal.'”> Le suivi longitudinal des patients inclus lors
de ces études a permis de mettre en évidence 1’hétérogénéité des populations présentant un
MCI Selon ces données de suivis, les patients atteints d’'un MCI présentent un risque
d’environ 15% par an d’évoluer vers un syndrome démentiel et plus de 50% des patients
présentant un MCI progresseront vers une MA dans les 5 ans qui suivent 1’apparition des
premiers troubles. En considérant le stade MCI comme le prodrome de la MA, la progression
des lésions cérébrales responsables de la maladie a lieu bien avant I’apparition des premiers

troubles (Figure 11).
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Figure 11. Progression lésionnelle de la maladie d’Alzheimer en fonction de la

symptomatologie de la maladie. Stades évolutifs de la MA: les 2 premiéres phases sont

asymptomatiques, MCI : Mild Cognitive Impairement ou troubles cognitifs 1égers ; MA Leg: MA

légeére ; MA Mod : MA modérée ; MA Sev : MA sévere (d’apres Craig-Schapiro et al., 2009180).

Ce prodrome n’est pas uniquement observé lors des premiers stades de la MA, on le retrouve
aussi, dans des formes cliniquement différentes, a la base d’autres démences.'®! Ainsi le stade
MCI peut traduire les premiers troubles de patients atteints par une DFT, une APP, une DCL
ou encore une démence vasculaire. Ce concept du MCI a ainsi été redéfini et cliniquement
fragmenté en sous-types afin de traduire I’hétérogénéité étiologique de ce syndrome et de
présager plus précisément de la pathologie sous-jacente.'®” On distingue alors les MCI
amnésiques (présentant des troubles de la mémoire) des MCI non amnésiques (ne présentant
pas de troubles de la mémoire avec atteinte d’autres domaines cognitifs tels que les praxies,
les fonctions exécutives, ou visuospatiales). Au sein de ces deux entrées cliniques se
différencient les « multi-domaines » (atteinte de plusieurs domaines cognitifs) des « simple-
domaines » avec D’atteinte d’un seul domaine cognitif (Tableau 3). Cette classification

clinique des MCI laisse entrevoir une possible mixité pathologique sous jacente.
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Tableau 3. Classification des sous-types cliniques de MCI avec leurs étiologies
présumées. +Amn : amnésique ; -Amn : non amnésique ; Dég: dégénératif ; Vascu : vasculaire ;
Psy : psychiatrique ; Trauma : traumatique ; MA : maladie d’Alzheimer ; DCL : démence a corps de
Lewy ; DFT : démence frontotemporale ; VaD : démence vasculaire ; Depr: dépression. (D’apres

Petersen, 2004182).

ETIOLOGIES
Classifications Dég  Wascu  Psy  Trauma
cliniques
rACI
amnésigue & e G
rAC camn|  hA VaD Depr
1 1 I ettt - s e
domaine TAMN) DCL Vab
MACH simple DFET
domaine nan
amnesigue DCL

L’imagerie cérébrale est une aide diagnostique importante dans la distinction des patients
atteints par un MCI qui évolueront par la suite vers une MA ou une autre démence
neurodégénérative. La mesure volumétrique de 1’hippocampe, du cortex entorhinal mais aussi
des ventricules cérébraux ou, d’une maniere plus générale, la mise en évidence d’une atrophie
cortico-sous-corticale affectant 1’ensemble du cerveau permet de prédire la conversion d’un
MCI en MA." De méme que chez les patients plus cliniquement caractérisés dans la MA,
d’autres techniques d’imageries, telles que ’imagerie métabolique et fonctionnelle,” peuvent
permettre de révéler des anomalies compatibles avec une progression vers une MA chez des

patients atteints par un prodrome.'** '®

Il existe peu d’études neuropathologiques sur les MCI, ce syndrome ne pouvant étre
directement responsable du déces des patients. Une étude clinico-pathologique de suivi
longitudinal conduite sur 184 membres d’un ordre religieux catholique (The Religious Order
Study) a permis de montrer que pres de 60% des participants présentant un MCI avaient les

186 \174 . - . . . .
Néanmoins les 1ésions vasculaires interviennent aussi avec une

Iésions cérébrales de la MA.
fréquence non négligeable (dans plus de 30% des cas) dans les caractéristiques pathologiques

de ces sujets MCI. Une autre étude menée sur des patients ayant présenté¢ un MCI amnésique

" Cf. 1.2.2 : Imagerie au sein de ce chapitre.
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puis ayant progressé vers la démence a montré qu’une part importante de ces patients avaient
développé une MA, cependant 20 a 30% d’entre eux ont développé une autre démence.'®’ Le
sous-type clinique amnésique chez les sujets présentant un MCI ne semble donc pas
hautement spécifique d’'une MA sous-jacente. L’étude neuropathologique des patients
présentant un MCI parait nécessaire pour comprendre et approcher les processus
physiopathologiques de la maladie et la séquence d’instauration des lésions. Parce que le
stade MCI semble représenter le premier palier symptomatique de la MA, 1’approche au plus

pres du cerveau pourrait permettre de résoudre certaines questions étiopathogéniques.

I1 est établi que I’instauration précoce d’une thérapeutique améliore de facon notable son
impact sur la pathologie et la symptomatologie du patient. L’instauration des inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase chez un patient MCI semble étre prometteuse puisqu’elle pourrait
permettre de retarder I’apparition de symptomes inhérents a 1’histoire naturelle de la maladie.
Bien qu’il ait été¢ démontré que le bénéfice apporté par ces médicaments au cours de la
maladie est d’autant plus important qu’ils sont instaurés précocement,''> "% Je bénéfice

d’une telle thérapeutique semble trés modeste chez des patients MCL,'*

une équipe ayant
récemment rapporté¢ un retard de quelques mois dans la conversion vers la démence des
patients MCI sous Donepezil.'”” Néanmoins il apparait nécessaire de bien identifier les
pathologies sous-jacentes des patients MCI, certains traitements pouvant s’avérer déléteres
chez les patients avec une DCL par exemple.* De plus un diagnostic in vivo plus fiable a ces
stades pourra permettre de mettre en place dans 1’avenir des thérapeutiques ciblant

directement les processus physiopathologiques associ€s a ces maladies neurodégénératives a

leur début et stopper voire faire régresser les processus 1ésionnels.

" Cf. 3 : La démence a corps de Lewy au sein de ce chapitre.
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CHAPITRE II : PROTEINOPATHIES
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Les déficits observés cliniquement dans les maladies neurodégénératives sont dus a un
dysfonctionnement de I’activité synaptique ainsi qu’a une destruction neuronale cérébrale ou
au sein de la moelle épiniére dans certains cas.'”' En effet, et plus particuliérement dans la
MA, des études quantitatives et structurales ont permis de montrer une diminution importante
de la densité synaptique au cours du processus pathologique de cette maladie,'** I’hippocampe
¢tant le plus sévérement atteint dans cette maladie. Il est, de plus, observé une
neuroinflammation associée a cette perte neuronale et synaptique, caractérisée par une
réaction astrocytaire et une activation microgliale, ces trois ¢léments (perte neuronale,
synaptique et neuroinflammation) constituant le caractére anatomopathologique commun des
maladies neurodégénératives.'”® Quoi qu’il en soit, ’événement central de ce processus
semble fortement lié & une conformation anormale de certaines protéines du systéme nerveux
central. Ces protéines mal conformées perdent leurs fonctions liées a leurs structures
secondaires et/ou tertiaires devenant délétéres jusqu’a 1’acquisition d’une toxicité puis leur
agrégation. Les dépots cellulaires et extracellulaires que forment ces agrégations représentent
les caractéristiques  neuropathologiques  principales des  différentes  maladies
neurodégénératives et permettent une nosologie détaillée en fonction des protéines, des

1ésions et de leurs localisations cérébrales

Cependant ’étiopathogenéese des maladies neurodégénératives n’est pas encore complétement
résolue, puisque les dépots observés ne semblent pas étre I’agent neurotoxique principal,'™ le
stress oxydatif ainsi qu’un changement métabolique plus général intervenant lors du
vieillissement pouvant étre a ’origine de la fibrillation puis de 1’agrégation protéique.
Toutefois, certaines maladies, et notamment les maladies neurodégénératives, peuvent étre
classifiées et regroupées en fonction des protéines en cause dans la physiopathologie de la

maladie, on parle alors de protéinopathies.

1 PHENOMENE D’AGREGATION

Les changements conformationnels des protéines perturbent les fonctions tissulaires jusqu’a
I’étape d’agrégation. Les processus intervenant dans cette agrégation protéique sont
complexes et restent encore mal maitris¢s.

Physiologiquement les chaines polypeptidiques néosynthétisées par les ribosomes au niveau
de I’ergastoplasme sont repliées en hélices a et feuillets B et subissent ensuite des

modifications permettant leur bonne conformation et donc leurs fonctions au sein de la
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cellule. Lors de repliements anormaux, une réponse cellulaire conduisant a la destruction des
protéines mal conformées via les protéines chaperonnes est déclenchée. Les protéines
défectueuses sont marquées avec de I’ubiquitine par les protéines chaperonnes, puis
reconnues et détruites par le protéasome. Lorsque ces étapes sont manquantes ou déficitaires,
lors des maladies de surcharge protéique par exemple, les protéines mal conformées
s’agrégent en dépdts intracellulaires pouvant devenir extracellulaires aprés apoptose des

cellules.

Le mauvais repliement protéique peut provenir d’une mutation ponctuelle mais aussi étre le
résultat d’un contact avec une toxine, d’aberrations dans les modifications post
traductionnelles (telles que les phosphorylations ou les glycosylations), ou encore d’une
altération résultant d’un phénomene oxydatif. Néanmoins, il est connu que toutes les chaines
polypeptidiques, et pas seulement les groupes de protéines impliquées dans une pathologie
connue, ont une tendance a former des structures amyloides. De plus, le surpeuplement
macromoléculaire a un effet significatif sur I’agrégation.'®> '*® Si toutes les protéines peuvent
former ces structures dans des conditions adéquates, il n’y a qu’une quarantaine de protéines

intervenant dans les protéinopathies (Tableau 4).

Les maladies de surcharges protéiques, dépots extracellulaires ou intracellulaires, peuvent étre
sporadiques, héréditaires et génétiques ou transmissibles comme dans certaines maladies a
Prion. Bien que les processus intervenant dans la fibrillation de ces protéines semblent

similaires, leurs manifestations cliniques sont différentes.

Tableau 4 : protéines et protéinopathies

Protéines agrégées Maladies
MA
Angiopathies Amyloides
AP Hémorragie cérébrale héréditaire de type

Dutch avec amyloidose.
Myopathie a corps d’inclusion

MA

DCB

PSP

Tau Maladie de Pick

DFT-tauopathie

SLA avec parkinsonisme
Syndrome de Down (trisomie 21)
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a-synucléine

MP

MA a variant CL

DCL

Maladie a CL

Atrophie multisystématisée

Prion

MCJ

vMClJ

syndrome de GSS
IFF

Kuru

B-synucléine

MP
Maladie a CL

y-synucléine

MP
Maladie a CL

TDP-43

SLA
DFT
DFT/SLA

Huntingtine

Chorée de Huntington

Récepteur aux androgenes

Maladie de Kennedy ou amyotrophie bulbo-
spinale liée a I’X.

Ataxine-1/-2/-3/-7

Ataxie spino cérébelleuse de type 1/2/3/7

Sous unité a-1A du canal calcique P/Q

Ataxie spino cérébelleuse de type 6

Protéine de liaison a la boite TATA

Ataxie spino cérébelleuse de type 17

ABri Démence familiale britannique
ADan Démence familiale danoise
Neuroserpine Encéphalopathie familiale a corps de Collins

Cystatine C

Hémorragie cérébrale héréditaire avec
amylose

Transthyrétine, protéine AL, protéine AA,
Medine (lactadhérine), Apolipoprotéine Al,
Apolipoprotéine AIl, Apolipoprotéine AIV,

Gelsoline, Lysozyme, Fibrinogene, 2-
microglobuline, facteur natriuretique atrial,
kératines, lactoferrine

Amyloses (multiples)

Polypeptide Islet amyloide (IAPP ; amyline) | Diabete de type 11
Cristallines Cataractes
Calcitonine Carcinome médullaire de la thyroide
Prolactine Prolactinome pituitaire
Kératoepithéline Dystrophie héréditaire de la cornée
Protéine surfactant C Protéinose des alvéoles pulmonaires
Myosine Myopathie

Il apparait qu’avant la fibrillation, les polypeptides potentiellement agrégeants doivent étre
riches en feuillets B et/ou en hélices a. Bien que les protéines fibrillaires puissent avoir des
précurseurs ainsi qu’une structure différente, elles semblent suivre un processus identique lors
de la fibrillogenése jusqu’a I’organisation intermoléculaire de feuillets B protofilamentaires.'®’

Certaines propriétés physico-chimiques sont connues pour favoriser 1’agrégation des protéines
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entre elles. Ainsi une haute hydrophobicité, la présence de feuillets B, une complémentarité de
charges et de liaisons hydrogénes potentielles ainsi qu’une faible charge moyenne sont
classiquement retenus pour permettre I’agrégation protéique.'” Bien que les maladies
neurodégénératives a inclusions protéiques répondent a une nosologie complexe, tout laisse a
penser que les mécanismes amenant a 1’agrégation sont non seulement communs mais aussi
liés entre eux. En effet, les cooccurrences pathologiques ne sont pas rares, pour exemple des
CL retrouvés dans 15% a plus de 50% des MA confirmées neuropathologiquement et
cliniquement diagnostiquées comme MA possibles ou probables.’” ® Cette vision d’un
mécanisme commun est partiellement corroborée par de nombreuses études in vitro
démontrant notamment le pouvoir agrégeant de I’Af, de la protéine tau et de I’ a-Syn entre

199-201
elles.'”

L’évidente toxicité des dépdts observés histologiquement est longtemps restée indiscutée au
sein de la communauté scientifique et médicale, cependant certaines études laissent a penser
que les inclusions observées dans ces maladies ne sont pas les formes toxiques responsables
de la symptomatologie mais répondraient plutét a un mécanisme de neuroprotection
séquestrant les formes protéiques toxiques au sein d’agglomérats inertes. En effet, grace a des
études sur modeles animaux, il semblerait que les symptomes observés dans certaines
maladies neurodégénératives apparaissent avant 1’agrégation protéique elle-méme.?">** Cette
hypothese est confirmée par de nombreuses études in vifro démontrant la toxicité de certains
protofibrilles et oligoméres pour des neurones en culture.** 2> De méme, il a été observé une
altération cognitive, mnésique et comportementale chez le rat apres injections intracérébrales

. : 206, 20
de ces composés toxiques solubles.**% 27

2 PHYSIOLOGIE ET ETIOPATHOGENESE DES PROTEINOPATHIES

2.1 Tauopathies

Les tauopathies sont un groupe de pathologies caractérisées par des inclusions fibrillaires de
protéines tau hyperphosphorylées parmi lesquelles on retrouve notamment la MA mais
¢galement certaines DLFT comme la maladie de Pick ou la démence frontotemporale avec
parkinsonisme liée au chromosome 17 (DFTP-17), la DCB, la PSP, ainsi que la démence a
grains argyrophiles, le syndrome de Down, la maladie de GSS et I’atrophie rubro-dentato-

palido-luysienne.
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2.1.1 Protéine Tau

La protéine tau est une protéine intraneuronale associée aux microtubules (MT). Elle est trés
abondante dans le systéme nerveux central et exprimée de mani¢re prédominante au niveau
des axones. Le geéne de la protéine tau humaine est localisé sur le chromosome 17, I’épissage
alternatif de son ARN messager aboutissant a six isoformes cérébrales de 352 a 441 acides

aminés (revue : Buée et al., 2000 *®

). Ces 6 isoformes different par la présence de 1 ou 2
inserts dans la région acide en N-terminal de la protéine, ainsi que par leur contenu en 3 (tau
3R) ou 4 (tau 4R) régions répétées en C-terminal (Figure 12). Ces régions répétées sont
capables de se lier aux MT et de réguler leur assemblage ; les isoformes 4R ayant une
meilleure affinité pour les MT que les isoformes 3R. Des phosphorylations dans ces régions
répétées alterent I’interaction entre la protéine tau et les MT, conduisant au détachement de
ces deux protéines. Dans le systéme nerveux central des sujets sains, les 2 isoformes 3R et 4R

re .y s . . . . 20
de la protéine tau sont exprimées en quantité approximativement identique. K

Proteines tau 3R 3R1N o .:.:.: 381
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Figure 12. Structure et isoformes de la protéine tau (d’aprés Gendron et al., 2009 210)

Le role physiologique de la protéine tau est de faciliter la stabilisation des MT en se liant a ces

. 211
derniers.

Elle semble aussi intervenir dans la croissance axonale ainsi que dans le transport
intracellulaire.”'? De plus, cette protéine a été décrite dans le noyau de neurones mais aussi
dans le noyau d’autres cellules et peut interagir avec I’ADN et I’ARN et pourrait participer a

e . I " . . : 213
la structure nucléolaire et/ou a 1’organisation de 1’hétérochromatine des génes ribosomaux.

Sa fonction est régulée physiologiquement par son niveau de phosphorylation déterminée par

les activités kinases et phosphatases intracellulaires.”'® 2!°

Lors du développement
embryonnaire, les protéines tau sont phosphorylées en de nombreux résidus, on compte a ce

jour plus de 70 sites de phosphorylations connus.*'® De plus, outre les phosphorylations,
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d’autres modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation, 1’ubiquitinylation, la
déamination, I’oxydation, la nitration, la glycation ou encore la transamination interviennent

dans la régulation fonctionnelle de la protéine tau.

2.1.2 Physiopathologie de la protéine tau

Dans la MA, les protéines tau sont hyperphosphorylées, perdant ainsi leur capacités
d’association aux MT pour s’agréger entre elles et former les DNF. Il est vraisemblable que
I’hyperphosphorylation de la protéine tau soit la conséquence d’un déséquilibre dans la
balance des activités enzymatiques kinases et phosphatases régulant son état de
phosphorylation, puisque d’autres protéines hyperphosphorylées sont observées dans le

cerveau de patients atteints par la MA.>'7>"

Les protéines tau hyperphosphorylées perdent leur capacité de liaison aux MT pour devenir
solubles et changer partiellement de conformation par la suite.””’ Des études in vitro ont
permis de démontrer que ce changement de conformation accélere 1’agrégation des protéines

221, 222

tau entre elles pour former les Paired Helical Filament (PHF), unité¢ pathologique des

DNF constituées de protéines tau fibrillaires organisées en structure hélicoidale *** et arborant

une riche coiffe de phosphorylations.**

De nombreuses études ont permis d'identifier les
domaines de phosphorylation au sein des PHF,””> **® dénombrant 10 phosphorylations
majeures au sein des PHF isolées des cerveaux de patients atteints par la MA. Actuellement
plus de 30 sites de phosphorylation ont été retrouvés sur la protéine tau constituant les

DNF.??’

De méme, les coupures protéolytiques semblent jouer un réle important dans la genése des
Iésions cérébrales constituées de protéines tau puisque de nombreuses études ont mis en
évidence l’'importance de ces coupures. Ainsi les caspases, enzymes responsables des
coupures de la protéine tau observées dans les DNF, apparaissent comme un des rouages clef
de la pathogenése des tauopathies. Des dépdts pathologiques précoces constitués de protéines
tau tronquées en N- et C-terminal ont €té rapportés, notamment un fragment coupé au niveau
de la Glu-391 *** **° semblant intervenir de maniére trés précoce dans la pathogenése de la
MA et de la formation des Iésions fibrillaires.”*® Cette observation est corroborée par une
étude in vitro démontrant 1’inhibition de la partie C-terminale de la protéine tau exercée sur

son assemblage en filament d’une part ' et I’accélération de son assemblage par la coupure
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de 20 acides aminés au niveau de I’acide aminé 421 d’autre part.'” Ce dernier événement

" . . foi e 201,232
semblerait intervenir précocement dans la formation des lésions.”

Néanmoins la séquence
temporelle d’apparition de ces coupures protéolytiques par les caspases ne semble pas
clairement définie puisqu’une autre étude a par la suite rapporté que le clivage de la protéine
en Glu-391 interviendrait lors de la période intermédiaire voire tardive de la maturation des
PHF.** De plus, comme sa partie carboxy-terminale, le c6té N-terminal de la protéine tau
présente un effet inhibiteur sur ’agrégation.”* Cependant le moment de sa dégradation reste
encore incertain puisqu’elle aurait lieu lors du stade tardif de la maturation des DNF selon
certaines équipes >>° mais serait retrouvée plus précocement pour d’autres.”*® Une étude plus
récente a néanmoins permis de préciser la séquence temporelle d’apparition de ces coupures

qui sembleraient coexister dans le temps.”’’ Ces modifications pathologiques de la protéine

conduisant a la formation et a la maturation des DNF sont synthétisées dans la Figure 13.
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polyméres
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! E3M

Novau des DNF “

Figure 13. Séquence d’apparition des coupures protéolytiques de la protéine tau et roles
dans la physiopathologie de la formation et de la maturation des DNF. RR : région répétée

(d’apreés Binder et al., 2005 2°%).

Ces mécanismes physiopathologiques de la protéine tau ne sont pas propres a la MA puisque
ces coupures protéolytiques ont également été retrouvées dans des lésions d’autres tauopathies
telles que la maladie de Pick, les PSP et les DCB ainsi que dans les DCL.%*?*! De plus, ces
coupures protéolytiques par les caspases sembleraient associées a 1’hyperphosphorylation des
protéines tau dans les maladies neurodégénératives ou les DNF sont présentes. Les protéines
tau tronquées sont plus sensibles a I’hyperphosphorylation qui favorise par la suite leur

accumulation.”?" *** Tout porte a croire que la fibrillation de la protéine tau en filaments est
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favorisée par une cascade de phosphorylation au niveau de sa partie amino-terminale et son

. . 1243,244
clivage en C-terminal.”™

Le role des caspases dans la geneése de ces Iésions a été régulicrement étudié¢ puisque
I’initiation des DNF semble liée a son activation. Néanmoins cette activation enzymatique

\

semble multifactorielle. Ainsi, dans la MA, I’AP participerait a [’activation de cette
enzyme.'”” ?°' De plus certaines mutations de la protéine tau, ou encore des modifications
post-traductionnelles comme son oxydation, conditionneraient cette méme activation
enzymatique.”*>**’ Cependant, comme I’indique des études récentes, I’hyperphosphorylation
de la protéine tau semble précéder les changements conformationnels et les coupures
protéolytiques dans les DNF de la MA *** comme il est également possible pour d’autres
tauopathies telles que la maladie de Pick.**' L’hyperphosphorylation de la protéine tau
apparait comme le primum movens de la fibrillation, et s’effectue bien avant la formation des
DNE.> Le déclenchement de ces hyperphosphorylations reste encore mal connu, cependant

de nombreux arguments sont en faveur d’une activation des kinases responsables de la

phosphorylation de la protéine tau par 1’AB42.*199

Cette hypothese selon laquelle I’AP serait un événement clef de I’étiopathogenese de ces
maladies est appelée « cascade amyloide ». Trés relayée dans la communauté scientifique ces
derni¢res décennies grace a des études a la fois in vitro et sur modele animal tendant a prouver
cette hypothese, les données acquises sur les tauopathies humaines ne supportent pas
complétement ce phénomene. En effet, des dépots d’AP sous forme de PS sont retrouvés chez
le sujet 4gé normal sans dépdts fibrillaires de tau.**’ De plus, une forte charge cérébrale en Ap
sans dépots de tau hyperphosphorylées existe dans d’autres maladies telles que les
hémorragies cérébrales héréditaires > de méme que des taupathies comme les DCB, la

maladie de Pick ou DFTP-17 ne s’accompagnent pas neuropathologiquement de PS.

Les mécanismes en jeu dans la formation des DNF apparaissent complexes, et les processus
amenant a la formation de ces lésions sont a I’heure actuelle encore mal connus, cependant un
trajet lésionnel schématique semble se dessiner (Figure 14). Ainsi, dans la MA, les protéines

250

tau nouvellement phosphorylées se dissocient du MT “*" pour changer de conformation apres

coupures protéolytiques par les caspases. Ces protéines pathologiques adoptent alors une

" Forme de 42 acides aminées du peptide amyloide, cf. 2.2 : Amyloidopathies au sein de ce chapitre.
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structure en feuillets B pliss€s puis se dimérisent. Ces structures en feuillets B jouent un role
important dans I’agrégation protéique »' et paraissent étre a la base des protéinopathies. Ces
diméres de protéines tau pathologiques se stabilisent ensuite et s’oligomérisent pour former
des protomeres de protéines tau. Les PHF sont formées de 2 protofilaments enroulés 1’un
autour de ’autre et sont composés de 8 a 14 monoméres de protéines tau.”>> Ces PHF

formeront par la suite les DNF dans la MA.

Proteines tau assocides au Proteines tau Changement de conformation et
microtubule solubles enrichissement en feuillets beta
: |-
oS L s

inducteurs
d'agrégation et
modifications
post-traductionelles

/
- ://g/d

PHF Protofilarments de tau {Ollgomerisation et
nucléation

&

Figure 14. Physiopathologie de la fibrillation de la protéine tau et genése des DNF
(d’apres Meraz-Rios et al., 2010 253).

Comme nous 1’avons vu dans la premicre partie de ce chapitre, I’agrégation des protéines est
un phénomene en partie induit par un surpeuplement protéique. Une augmentation de la
quantité de protéines tau a été retrouvée dans le cerveau de patients atteints par la MA.>*
Cette augmentation en quantité¢ de protéines pourrait s’expliquer par la séquestration des
protéines au sein des lésions mais aussi par un mécanisme compensatoire permettant de

réguler les protéines associées aux MT quand celles-ci ne sont plus fonctionnelles en
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augmentant son expression. Ainsi, une augmentation de I’expression de 1’isoforme 4R de la
protéine tau, isoforme ayant une meilleure affinité pour les MT que les 3R, a été observée

dans les tauopathies dont la MA.**

D’autres facteurs interviendraient dans la formation et/ou la stabilisation des DNF. Des
formes glycosylées de PHF ont été retrouvées dans les cerveaux de patients atteints par la
MA.*® De plus les formes natives de la protéine tau sont elles aussi retrouvées glycosylées
dans la MA , suggérant que ce phénoméne est un événement encore plus précoce que la
phosphorylation dans la MA puisque qu’il n’a pas été observé de glycosylation au niveau de
la tau purifiée a partir de sujets sains.””’ De plus, la glycosylation inhiberait la
déphosphosphorylation et faciliterait la phosphorylation de la tau selon certaines études in
vitro.”>’ Ce processus stabiliserait la structure des PHF et conduirait 4 la formation ainsi qu’a
la consolidation des DNF. De méme, un phénomeéne de glycation de la protéine tau et
d’ubiquitinylation semble intervenir de maniére plus tardive dans [’établissement des
1¢sions.”® **° De maniére intéressante, la nitration de la protéine tau a été détectée dans
différentes tauopathies alors qu’elle n’a pas été¢ mise en évidence dans les cerveaux sains,
cependant les mécanismes par lesquelles la nitration interviendrait dans la pathogenése des

(o s . 260,261
Iésions associées a la MA reste encore mal compris.”™

La formation des filaments pourrait
étre un mécanisme adopté par les neurones pour séquestrer les formes toxiques de tau
hyperphosphorylées puisque les DNF ont moins d’impact que les formes phosphorylées de la
protéine sur I’intégrité des MT.**> De méme, la polymérisation de la protéine ne semble pas
étre un événement suffisant pour conduire 4 la mort neuronale.”® Quoi qu’il en soit, les
formes fibrillaires elles mémes semblent jouer un réle dans le développement de la pathologie

puisque les PHF inhiberaient le fonctionnement du protéasome.***

Le profil électrophorétique des PHF est trés informatif puisqu’il permet non seulement de
faire un diagnostic biologique post-mortem de MA grace a l’extraction de ces Iésions
déposées ensuite en Western Blot (WB), mais également de préciser la nature de la tauopathie
grace a une variation dans la distribution des bandes pathologiques observées entre les
différentes maladies (Figure 15). L’immunoempreinte des PHF se caractérise par un triplet
majeur de poids moléculaires apparents de 60, 64 et 69 kDa et une variante mineure de 74
kDa correspondant a I’isoforme la plus longue et la moins exprimée de 441 acides aminés

(Figure 12).2%
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Syndrome de Down DFTP-17 Maladie de Pick
DFTP-17 PSP

Figure 15. Profils électrophorétiques des PHF en WB dans différentes tauopathies
(d’apreés Buée et al., 2001 2%%)

Dans les tauopathies, le ratio des isoformes 3R et 4R accumulées dans le cerveau change, la
MA étant la seule démence avec les deux isoformes accumulées de facon identique.®®’ Il est &
présent admis que certaines maladies mais aussi des mutations changent le ratio des formes
R3 et R4 et que ces isoformes modulent différemment la dynamique des MT.**® Ainsi
certaines maladies neurodégénératives arborent des Iésions cérébrales d’une isoforme de tau

particuliére, 3R ou 4R (Figure 16).

/R — i

Maladie de Pick

PSP

o
Figure 16. Profils électrophorétiques des PHF en Western Blot et isoformes de protéines

tau intervenant dans différentes tauopathies (d’aprés Buée et al., 2001 266).
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Ainsi les PHF retrouvées dans la PSP ou la DCB sont constituées de protéines tau 4R alors
que les 1ésions responsables de la maladie de Pick sont constituées d’isoformes 3R de tau. Il
convient de rajouter que certaines mutations du geéne de la protéine tau peuvent étre
responsables de maladies neurodégénératives et notamment de DFTP-17. Cette pathologie
génétique et familiale pour laquelle de nombreuses mutations ont €té isolées a ce jour se
présente le plus souvent cliniquement par un syndrome frontal de type comportemental

c N . . 2 270
associé a un syndrome parkinsonien.***’

2.2 Amyloidopathies

2.2.1 Le peptide AP

La famille amyloide B regroupe des peptides résultants du clivage protéolytique de 1’amyloid
precursor protein (protéine « APP ») par les B- et y-sécrétases.271 La protéine « APP » est
transmembranaire et ubiquitaire. Elle contient 695 acides aminés pour I’isoforme cérébrale,
dont le réle physiologique reste encore a déterminer. La voie amyloidogéne dépendant des
activités des enzymes [- et y-sécrétases va former principalement un peptide AP de 40 acides
aminés (AP4o) et de facon plus minoritaire un peptide AP potentiellement neurotoxique de 42

acides aminés (AP4;) (Figure 17). La voie non amyloidogene est conduite quant a elle par I’a-

sécrétase et n’intervient pas dans la production d’A.

f-secretase

sAPPB

Y-secretase >

CTFB l'

CTFy

APP

Figure 17. Coupures protéolytiques de la protéine « APP » : voie amyloidogéne (d’apres

Skovronsky et al., 2006 272).
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2.2.2 Physiopathologie du peptide Ap

Les monomeres d’AP ne contiennent pas d’hélices a ou de feuillets B dans les conditions
physiologiques, ainsi I’apparition d’hélices o au sein de ce peptide est une voie de la
fibrillation.””> Comme le suggérent les formes génétiques de la maladie, le processus
physiopathologique de la MA pourrait étre sous-tendu en partie par une surproduction de
I’AB, et particuliérement de la forme de 42 acides aminés.””* 2> Cette forme semble la plus
pathogéne puisqu’elle est le composant majoritaire des PS *’* " et a une tendance importante
a s’agréger et précipiter in vitro.’’® Néanmoins, il a été récemment démontré que
I’accumulation intracérébrale d’Ap dans les premiers stades de la maladie proviendrait de

formes tronquées N-terminales du peptide de 42 acides aminés (AB4_/5_/8_/9_42).279’ 280 1,

es
formes N-tronquées du peptide AP représenteraient par ailleurs plus de 60% de toutes les

formes d’Ap cérébrales.””

Quoi qu’il en soit, cette agrégation semblerait liée a la charge en acides aminés hydrophobes
de ce peptide. Des études in vitro ont montré le role déterminant de I’hydrophobicité du coté

carboxy-terminal du peptide Af sur son agrégation.”'

Comme il a été soulevé en début de chapitre, les dépots observés histologiquement ne
semblent pas étre les formes toxiques responsables de la symptomatologie. Il existe en effet

des formes agrégées intermédiaires évoluant jusqu’aux PS.*"

Il a été par ailleurs suggéré que
les formes oligomeriques solubles d’AP générées aprés changements conformationnels,
véritable porte d’entrée de ce processus pathologique, seraient les premicres especes
toxiques.”™ Les formes oligomériques d’Ap semblent jouer un role central dans la
pathogeneése en détruisant le réseau synaptique conduisant a une perte des fonctions
cognitives,”® hypothése confirmée sur le modéle animal.**® " La formation de dépdts
amyloides ferait partie d’une stratégie de défense afin de séquestrer les especes toxiques
d’AB. En effet, il existe une diminution en oligomeres solubles chez les souris transgéniques
surexprimant I’AB lors de la phase d’accumulation optimale de I’APB en dépot. De plus la
performance cognitive de ces souris est améliorée pendant cette phase.”®* Grace a des

techniques d’imagerie métabolique permettant de visualiser in vivo les dépdts amyloides tels

que la TEP au ''C-PIB’, des PS ont été observé chez des patients ne présentant pas de troubles

" Cf. Chapitre I : Les démences neurodégénératives — 1.1.2 : Imagerie.
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cognitifs.”®> Ces découvertes ont permis de constater que la présence de PS cérébrales n’est

pas corrélée a une atteinte cognitive.

La découverte des PS et de son constituant majeur comme 1’une des 1ésions principales de la
MA a permis de donner une orientation moléculaire a 1’étiopathogenése de la maladie,
orientation qui fut développée sous le concept de « cascade amyloide ».2**2*7 Cette hypothése
place I’AP au centre de la pathogénése de la MA, qui serait due a une augmentation de la
production ou a un défaut de clairance du peptide amyloide, I’accumulation des peptides
résultant en la formation des PS. Par ailleurs, il semble que 1’accumulation d’Af
intracérébrale précéde les premiers symptomes de la MA de plusieurs années voire de

8 L’événement initial de la MA semblerait donc lié au

plusieurs  décennies.”®
métabolisme/catabolisme de I’AP qui initierait par la suite d’autres événements déléteres
comme I’hyperphosphorylation des protéines tau, la perte synaptique, la neuroinflammation,
la dégénérescence cérébrale. Néanmoins, cette hypothése reste encore discutée au sein de la
communauté scientifique et n’apporte pas toutes les réponses que pose la physiopathologie

des démences neurodégénératives.

2.3 a-svnucléinopathies

Les a-synucléinopathies, groupe de maladies neurodégénératives, sont caractérisées par des
agrégats fibrillaires d’a-Syn dans le cytoplasme de populations spécifiques de neurones et de

cellules gliales.

Elles se caractérisent cliniquement par un déclin chronique et progressif des fonctions
motrices, cognitives, comportementales et d’autonomie dépendant de la distribution
lésionnelle.” Le diagnostic différentiel s’avére parfois difficile a cause d’un recouvrement
clinique important.”® 11 existe 5 1ésions impliquant I’a-Syn: CL, neurites de Lewy, inclusions

gliales cytoplasmiques, inclusions neuronales cytoplasmiques et sphéroide axonale.””

" Cf. Chapitre I : Les démences neurodégénératives. La clinique des synucléopathies est développée au sein
des chapitres suivant : 3 : La démence a corps de Lewy et 4 : La maladie de Parkinson.
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2.3.1 L’a-synucléine

L’a-Syn est une protéine cytoplasmique essentiellement exprimée dans le cerveau. Il s’agit
d’une petite protéine soluble et abondante dans les neurones au niveau de 1’axone
présynaptique. Il existe deux isoformes principales de cette protéine : une forme majoritaire
de 140 acides aminés et une forme de 112 acides aminés également retrouvée dans le cerveau

1'291

foeta La fonction de cette protéine n’est pas encore élucidée. Son association avec les

vésicules synaptiques suggére un role dans la libération de certains neurotransmetteurs,””

293

mais elle pourrait aussi intervenir dans la régulation de la synthése de la dopamine,” et avoir

A ‘ 294
un réle de protéine chaperonne.”

2.3.2 Physiopathologie de I’a-synucléine

L’0-Syn est impliquée dans la pathogéneése de la MP, la DCL ou encore des atrophies
multisystématisées. Les principales Iésions caractéristiques de ces pathologies sont les CL
formés par des filaments d’a-Syn oligomérisés et les neurites de Lewy, dépots filamenteux
diffus.”*> #° Les CL ont été décrits en 1912 par Friedrich H. Lewy ayant utilisé des

techniques histologiques classiques sur le cerveau d’un patient atteint par la MP.

La portion centrale de I’a-Syn comprend la partie hautement amyloidogéne de la molécule
responsable de ses changements conformationnels en feuillets B pour former des protofibrilles

puis des structures fibrillaires.”” %

Dans la DCL, les CL intraneuronaux sont disséminés dans le cortex. Une augmentation
intracérébrale de I’expression de 1’isoforme de 112 acides aminés associée a une déplétion de
la forme de 140 acides aminés a été décrite dans cette maladie,””’ la déplétion pouvant étre en
rapport avec I’oligomerisation de I’a-Syn, puis son agrégation sous forme de CL dans le
cytosol. Dans les CL, 90% de I’a-Syn est phosphorylée au niveau de 1’acide aminé en position
129 alors qu’une étude chez le rat a montré que seulement 4% de 1I’a-Syn est phosphorylée sur
cet acide aminé physiologiquement.’” De plus, cette phosphorylation de I’a-Syn sur I’acide
aminé 129 favoriserait la formation de fibrilles in vitro. Cette phosphorylation anormale serait
donc responsable de 1’agrégation fibrillaire de 1’a-Syn. Par ailleurs d’autres modifications

post-traductionnelles ont été retrouvées au sein de I’a-Syn constituant les CL, telles que des
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coupures protéolytiques, des nitrations ainsi que des ubiquitylations jouant trés certainement

un role dans les dépots pathologiques d’a-Syn.*">%

2.4 Maladies a Prion

Les maladies a Prion, également appelées encéphalopathies spongiformes transmissibles,
touchent a la fois ’homme et I’animal. Elle comprend 1’encéphalopathie spongiforme bovine
et la tremblante du mouton (ou Scrapie) pour I’animal et la MCJ, le GSS, I’'IFF et le kuru pour
I’Homme. Il existe des formes sporadiques, génétiques et acquises dont le dernier groupe
étiologique comprend le variant de la MCJ lié a 1’agent pathogene responsable de la « maladie
de la vache folle ». Toutes ces pathologies liées a la PrP sont transmissibles entre individus et
sont capables de passer la barriere inter-especes. Elles sont caractérisées par 1’accumulation

de PrP pathologiques dans le systéme nerveux central.
2.4.1 Protéine Prion

La PrP native est une glycoprotéine de 254 acides aminés attachée a la surface extracellulaire
de la membrane plasmique qui sera ensuite internalisée au sein de la cellule par endocytose.
Elle est ubiquitaire et majoritairement exprimé au niveau cérébral mais aussi des muscles
squelettiques, du rein, du cceur, des organes lymphoides secondaires et des cellules

sanguines.’”’

Le gene codant pour la PrP est situé sur le chromosome 20 et est trés conservé entre les
mammiféres, pouvant atteindre 80% d’homologie entre I’'Homme et le bovin notamment.***
39 e domaine C-terminal est conformé en hélice o. On compte dans cette région 3 hélices a
et un feuillet B, la protéine étant stabilisée par un pont dissulfure entre I’hélice a 2 et 3.°% La
protéine peut exister sous une forme non glycosylée, mono ou diglycosylée, cependant les
mécanismes moléculaires intervenant dans ces différents états de glycosylation sont encore
mal connus. Sa fonction reste encore floue mais de nombreuses études indiquent qu’elle

interviendrait dans de nombreux processus tels que la régulation du sommeil et le rythme

. . . . ... . 30
circadien ou encore certaines fonctions cognitives telles que I’apprentissage.®”’
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2.4.2 Physiopathologie de la protéine Prion

Le concept du Prion a été introduit en 1982 afin d’expliquer une cause pathogene donnant la
Scrapie. Ce pathogéne était vu comme un acide nucléique contenant une protéine essentielle

3% Néanmoins, seuls les procédés capables de dénaturer les protéines

pour son infectiosité.
semblent efficaces pour réduire le titre infectieux, ceux détruisant les acides nucléiques restant
sans effet. La PrP sera par la suite identifiée comme étant une protéine retrouvée chez le
malade (dans sa conformation pathologique) mais aussi chez le sujet sain.’® Il existe une
susceptibilité génétique dans le développement des EST, le polymorphisme méthionine (M) /
valine (V) porté par le codon 129 du géne de la PrP semblant étre un élément critique. La
population caucasienne est majoritairement MV (50% des cas) les MM et VV représentant

moins de 40% et plus de 10% respectivement. Le génotype MM est surreprésenté dans les
populations atteintes de MCJ sporadique (MM: 66%, MV et VV: 17%).310 De plus, cette
homozygotie MM est retrouvée dans 1’extréme majorité des patients ayant développés une
vMC]J puisqu’a ce jour seul un cas homozygote MV a été rapporté chez un homme de 30

ans.”'! Néanmoins aucune confirmation autopsique n’a été effectuée sur ce patient.

La pathogenéese des maladies a prion est axée autour du changement conformationnel de la
région C-terminale de la PrP en hélice a vers une isoforme riche en feuillets B avec, de ce fait,
un fort caractére agrégeant. Cette isoforme se propage ensuite elle-méme en causant la
conversion des formes normales en formes pathologiques.*'* Cependant ce phénoméne, bien
que central dans la genese de la maladie, reste encore mal connu. Deux hypothéses pouvant
permettre d’expliquer ces changements conformationnels se sont dégagées. La premicre voit
la PrP pathologique comme une entité exogeéne qui va, apres introduction, induire le
changement de conformation de la PrP native endogene en PrP pathologique (Figure 18A).
L’autre hypothése admet un équilibre physiologique réversible entre la forme native et la
forme pathologique. Cette coexistence des deux isoformes de la PrP révolutionne le concept
de la forme pathologique qui n’est, de ce fait, plus 1’agent pathogéne responsable de la
maladie. L’agglomération de la forme pathologique va constituer les oligomeres solubles
toxiques de PrP qui vont s’agréger en dépots cérébraux caractéristiques, par le recrutement

des isoformes pathologiques donnant cette impression de réplication (Figure 18B).
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Concernant les formes génétiques et familiales, plus de 40 anomalies sur le géne de la PrP
peuvent étre a ’origine d’une forme génétique chez I’Homme. La symptomatologie peut
varier en fonction de la mutation, entrainant par exemple une MCJ s’il s’agit d’une mutation

E200K ou un GSS en cas d’insertion répétées de séquences d’octapeptides.*'?
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Figure 18. Modéles de conversion conformationnelle de la protéine Prion native en
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protéine Prion pathologique (d’aprés Aguzzi et al., 2004

2.5 TDP-43pathies

La protéine TAR DNA binding protein 43 (TDP-43) est un facteur nucléaire qui se lie aux
ARN et qui semble jouer un rdle dans de nombreux processus cellulaires comme la

transcription ou encore le transport des ARN.

Il a été récemment décrit que cette protéine est le composant majoritaire des inclusions
intracellulaires observées dans les neurones de patients atteints par plusieurs maladies
neurodégénératives telles que les DLFT ubiquitine positives, la SLA et la MA.**> Comme le
suggerent certaines ¢tudes in vitro, la formation de structures agrégées ne se produit pas avec

la forme compléte de la protéine, sa dégradation produisant des fragments de TDP-43 ayant
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une forte tendance a 1’agrégation.’’” De plus, la formation de ces fragments permet une

phosphorylation aberrante de la protéine ainsi qu’une ubiquitination.95

2.6 Le cas des isopeptides : vers une étiopathogenése commune des protéinopathies?

Les isopeptides sont des liaisons covalentes intra ou inter-protéiques catalysées par une
enzyme présente dans le cerveau : la transglutaminase (TG). Cette enzyme, dont plusieurs
isoformes sont connues, va opérer un pont isopeptidique y-glutamyl-e-lysine ou bis-y-
glutamylpolyamine entre ces deux acides aminés contribuant a la formation de polymeres
solubles et insolubles, ces liaisons covalentes étant stables et résistantes a la majorité des
protéases. Bien que I’activité¢ des TGs soit présente dans le cerveau sain, cette enzyme est
impliquée dans bon nombre de processus pathologiques tels que I’inflammation, la fibrose, le
diabéte, les métastases cancéreuses, les maladies auto-immunes ou encore le psoriasis.316 Ila

ainsi été¢ suggéré que les liaisons isopeptidiques pouvaient contribuer a la formation
d’agrégats spécifiques de maladies et représenter un des primum movens des maladies

17-319

neurodégéne’:ratives.3 Ceci d’autant plus que les protéines impliquées dans les différentes

maladies neurodégénératives telles que la protéine tau, I’AP, I’a-Syn ou encore 1’huntingtine

- L 320-322
apparaissent comme un bon substrat des TGs in vitro.

L’activité, I’expression et la quantité¢ des TGs est augmentée dans bon nombre de maladies
neurodégénératives. Ainsi, ’activité des TGs est augmentée dans les régions cérébrales
affectées par la MA mais aussi la maladie de Huntington, de la PSP ou encore la MP % 31932
Les isopeptides, produits des TGs, sont eux méme retrouvés de facon importante dans le
cerveau des patients atteints par ces maladies. Cependant ces liaisons sont également

retrouvées de fagon physiologique dans le SNC d’adultes jeunes, suggérant un réle

physiologique des isopeptides.324

De nombreuses ¢tudes se sont intéressées a la formation des PHF via les isopeptides. Ils ont
A . . . 325 .
ainsi pu €tre mis en évidence au sein des PHF dans la MA.”"" De plus, cette présence dans ces

Iésions est augmentée dans le cortex frontal et pariétal a des stades précoces de la maladie
alors que les changements neuropathologiques détectables ne sont pas observables a ce stade,
suggérant un role précoce de ces liaisons isopeptidiques dans 1’établissement des lésions

cérébrales.’”® Les PHF issus de cerveaux de patients atteints par la MA présentent des
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isopeptides, néanmoins ces liaisons semblent intéresser d’autres protéines.’” Finalement, les
protéines tau elles méme ne seraient pas lies par des isopeptides mais se serait 1’ubiquitine
des DNF, liés a d’autres protéines telles que la parkine ou encore I’a-Syn notamment, qui
subiraient ces modifications par la TG. Ce mécanisme, véritable coiffe protectrice des DNF,

permettrait de stabiliser ces agrégats, les rendant résistants a la dégradation.*”*

De la méme maniére et puisque le peptide AP semble un bon substrat de la TG, le role de
cette enzyme dans 1’établissement des dépots amyloides a été étudié.”*' Le peptide AB ayant
subit une substitution d’un acide aminé (Glu*>—~Gln) et responsable de la maladie héréditaire
de type Dutch avec amylose est un trés bon substrat de la TG. Ce phénoméne serait a
I’origine des dépdts d’AP dans cette pathologie et pourrait possiblement expliquer la

formation des PS dans la MA.**’

Comme nous I’avons vu plus haut, ’a-Syn ne parait pas épargnée par la TG. Une étude
immunohistochimique postmortem conduite sur des patients atteints par la MP ainsi que la
DCL révéle la présence de ces ponts covalents dans le halo des CL.**® Ces liaisons
isopeptidiques semblent co-localiser avec 1’a-Syn dans les CL, tendant a prouver que I’a-Syn
s’agrége en CL par une modification conduite, du moins en partie, par la TG. De plus, ces
modifications seraient initiées précocement puisqu’une augmentation de la quantité de
liaisons isopeptidiques intramoleculaires au sein de I’a-Syn a été retrouvée dans les cerveaux
de patients atteints par la MP.*’ Ces résultats indiquent que ces processus ont lieu avant

I’agrégation des protéines d’a-Syn entre elles pour former les CL ou les neurites de Lewy.

2.7 Syntheése

Les démences neurodégénératives répondent, comme nous venons de le voir, d’une nosologie

complexe ol concepts protéiques, anatomiques, histologiques mais aussi syndromiques’

se
confrontent. Il n’est donc pas aisé dans ces conditions de dresser une carte nosographique
fiable permettant une classification nette. Il existe en effet autant de cadres nosologiques que
de disciplines (cliniques, anatomiques, histologiques, protéiques). La synthése présentée dans
la figure 19 reprend les classifications protéiques et histologiques des démences vues au sein

des chapitres I et II.

" Cf. Chapitre IT — 1: Phénoméne d’agregation — Tableau 4
T Cf. Chapitre I : les démences neurodégénératives.
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Figure 19. Classification histologique et protéique des démences neurodégénératives
sporadiques. MA : maladie d’Alzheimer ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob ; Ifs : insomnie fatale
sporadique ; MGA : maladie des grains argyrophiles ; DCB : dégénérescence corticobasale ; PSP :
paralysie supranucléaire progressive ; DLFT : dégénérescences lobaires frontotemporales; DNF :
dégénérescences neurofibrillaires ; DCL : démence a corps de Lewy ; MP : maladie de Parkinson ;
AMS : atrophies multisystématisées ; SLA : sclérose latérale amyotrophique ; A-beta : amyloide P ;

PrP : protéine Prion (modifié d’aprés Kovacs et al., 2010173).

3 PERSPECTIVES POUR UNE THERAPEUTIOQUE ETIOLOGIQUE

L’agrégation protéique est 1’¢élément physiopathologique central des maladies
neurodégénératives. L’une des pistes thérapeutiques prometteuses et privilégiées depuis
plusieurs années est la recherche de molécules pouvant inhiber voire stopper cette agrégation
et donc la formation de dépots délétéres pour le cerveau. Un grand nombre de ces molécules
permettant d’inhiber la fibrillation de I’AP en PS, la formation de DNF, des CL ou encore les

330-334

l1ésions occasionnées par la PrP ont été décrite a ce jour. Il existe plusieurs stratégies

thérapeutiques ayant pour cibles les différents intervenants (dont les protéines meres des
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1ésions elles mémes) permettant la maturation de ces protéines en protéines pathologiques mal
conformées et hautement agglomérantes. Ainsi, le control des enzymes intervenant dans les
coupures protéolytiques de la protéine « APP » ou de la protéine tau ou encore de certains
régulateurs responsables de modifications post-traductionnelles potentiellement déléteres est
une des nombreuses voies de recherche de cette thérapeutique émergeante. De méme
I’immunothérapie, dont ’immunisation active au peptide A4y, apparait comme une voie

5, 336

, . . oy L, 33 . . , .
thérapeutique particulierement intéressante. Bien que les essais thérapeutiques

concernant ce protocole d’immunisation aient induit des complications sérieuses telles que
des méningo-encéphalites subaigués,337 une récente ¢tude autopsique conduite sur 8 patients
atteints de MA ayant regu le vaccin révele que I’'immunisation a permis une diminution de la
quantité de PS intracérébrales ainsi que de la charge de protéines tau. Néanmoins, il n’a pas
été observé de bénéfices sur la densité synaptique et des effets iatrogénes tels qu’une
activation microgliale, une accélération de I’angiopathie amyloide ainsi qu’une augmentation
de la charge en oligoméres solubles d’Ap ont été rapportés.”® Malgré ces effets secondaires
chez I’Homme, les essais thérapeutiques se sont prolongés en études cliniques de phases II

pour le gantenerumab* et le bapineuzumab.**

Tous ces traitements potentiels seraient d’autant plus efficaces qu’ils doivent étre initiés aux
stades précoces de la maladie, avant que les atteintes cérébrales puissent envahir le cerveau.
Cependant, a I’heure actuelle, un diagnostic clinique de démence et notamment de MA ne
peut étre fait qu’a un stade avancé de la maladie. Il apparait donc urgent d’avoir de nouveaux
outils diagnostiques a disposition, tels que les dosages biologiques du LCR, afin de rendre ce
diagnostic le plus précoce possible. A ce titre, de nouveaux critéres diagnostics de la MA
révisés pour la recherche ont récemment été proposés, incluant les biomarqueurs du liquide
céphalorachidien (LCR)' permettant d’étayer le diagnostic étiologique d’une démence®*” en
vue de thérapeutiques a visées etiopathogéniques qui pourraient étre disponibles dans un

avenir proche.

" Voir le site internet http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01224106 concernant cette etude de phase II chez
I’Homme.

T Cf. Chapitre III : Biologie des démences.
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CHAPITRE III : BIOLOGIE DES DEMENCES
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Comme nous venons de voir précédemment, le diagnostic in vivo d’une démence
neurodégénérative est a I’heure actuelle étayée par un faisceau d’arguments cliniques,
neuropsychologiques, neuroradiologiques et comme nous le développerons au sein de ce
chapitre, biologiques. Méme les critéres diagnostiques de la MA sont en train d’étre révisés
afin d’inclure notamment les formes prodromales,* le diagnostic clinique actuel reste fondé
sur des critéres de consensus impliquant une perte d’autonomie, donnant le coté tardif a ce
diagnostic. La recherche se concentre donc actuellement sur de nouveaux marqueurs objectifs,
et notamment différentes molécules présentes au sein du LCR, susceptibles d’aider le

diagnostic différentiel de méme que le diagnostic précoce.

Du fait du rapport étroit entre le systéme nerveux central et le LCR, 1’étude de différents
composants de ce liquide biologique est une fenétre permettant d’analyser in vivo certaines
modifications neurochimiques induites par les maladies neurodégénératives.**' Ainsi les
recherches se sont particulieérement concentrées sur les composants du LCR et notamment ce
que nous appelleront les marqueurs étiologiques des démences neurodégénératives dans ce
fluide biologique. Ces marqueurs étiologiques semblent étre le reflet de la physiopathologie
entrainant les 1ésions cérébrales observées. Elles sont ainsi des protéines solubles dans le LCR
constituants principales des 1ésions agrégées. Néanmoins et comme nous le verrons tout au
long de ce chapitre, le LCR ne semble pas le seul liquide susceptible d’abriter des molécules
pouvant avoir un réle de marqueurs dans le diagnostic de ces démences. Bien que nous nous
concentrerons particulierement sur I’étude du LCR, le sang mais aussi les urines apparaissent
intéressants pour rechercher des marqueurs permettant d’objectiver une pathologie
neurodégénérative. En effet, bien que la pratique de la ponction lombaire ne présente pas un

risque élevé de complications, les céphalées n’étant rapportées que chez 2% des patients,’* ¢

e
geste reste relativement invasif et les recherches se concentrent sur des marqueurs
périphériques permettant de se soustraire de la ponction lombaire lors de cette recherche

diagnostic, cet acte étant vécu difficilement par les patients.

1 MARQUEURS ETIOLOGIQUES

Nous traiterons au sein de ce chapitre les marqueurs biologiques €tiologiques d’une démence

neurodégénérative, c'est-a-dire ceux directement liés aux 1ésions cérébrales observées

" Cf. Chapitre I — 1.2.3.4 : Evolution des critéres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer.
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neuropathologiquement et que 1’on peut particulierement retrouver dans le LCR: les protéines
tau responsables des DNF, le peptide AP a I’origine des PS, 1’a-Syn retrouvée dans les CL
responsables des synucléopathies et la PrP agent pathogéne des EST. Nous traiterons des
aides et avancées diagnostiques via ces biomarqueurs principalement dans le LCR mais aussi

des perspectives dans d’autres fluides biologiques.

Les trois marqueurs du LCR sollicités lors d’un diagnostic de MA sont les protéines tau
(totales et phosphorylées) ainsi que le peptide AB4,. Les criteres diagnostiques de la MA ont
d’ailleurs été révisés dans le cadre de la recherche en 2007 et incluent ces trois marqueurs
dans le LCR puisqu’ils apportent des arguments intéressants pour le diagnostic.**® De plus les
changements biologiques observés dans le LCR sembleraient apparaitre avant que les
premiéres anomalies morphologiques ne soient objectivables a I'IRM.** Comme nous le
verrons plus loin, les concentrations intrathécales de ces marqueurs ont donc été étudices et
permettent aujourd’hui de constituer de forts arguments en faveur ou non d’une MA plus
particulierement. Puisque les changements observés de ces 3 biomarqueurs dans le LCR sont
liés a I’histologie sous-jacente et spécifique de la MA, le dosage de leurs concentrations
intrathécales améliorent considérablement la précision du diagnostic in vivo d’une

. 344, 345
démence.”"™

I convient tout de méme de noter que les valeurs seuils de ces concentrations
. . . . 346 .
sont fonction des laboratoires effectuant ces examens biologiques.”” C’est la raison pour

laquelle nous présenterons dans ce qui suit des échelles de valeurs seuils.

1.1 Protéines tau

1.1.1 Protéines tau totales

Une augmentation de la concentration intrathécale des protéines tau totales (T-tau) est
observée chez les patients atteints de MA.>*">* Ainsi le dosage ELISA" (Innotest™ hTau Ag,
Innogenetics) de cette protéine dans le LCR révele des concentrations comprises entre 150 et
450 pg/mL chez les sujets sains et entre 300 et 1100 pg/mL chez les patients atteints de
MA.*%>? La concentration de cette protéine dans le LCR serait corrélée avec la quantité de
DNF intracérébrales.”™ *** Cependant cette augmentation de la protéine T-tau dans le LCR

n’est pas spécifique de la MA puisqu’elle est aussi observée a des concentrations différentes

" Enzyme-linked immunosorbent assay : dosage immunoenzymatique sur support solide.
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dans la MCJ*>>**° ou encore aprés un accident vasculaire cérébral.>>’ La protéine T-tau serait
ainsi un marqueur non spécifique de la lyse neuronale. De plus, la concentration de cette
protéine est augmentée dans le LCR de patients au stade MCI qui évolueront plus tard vers

une démence de type Alzheimer.* 3% 3%

La concentration dans le LCR des protéines T-tau dans les MCJ sporadiques est tres

e \ : . . 355, 360
supérieure a la concentration retrouvée dans les autres démences.”™

Le seuil permettant de
donner un argument biologique positif en faveur d’un diagnostic de MCJ est de 1300 pg/mL
et a été déterminé en 2002 lors d’une étude conduite sur un peu moins de 300 patients MCJ,
dont 109 cas confirmés neuropathologiquement.*® Selon cette derniére étude, les
concentrations intrathécales de T-tau comprises entre 300 et 800 pg/mL ne permettent pas de
discriminer les différentes démences, cependant et méme si le seuil de 1300 pg/mL n’est pas
atteint, la concentration de T-tau dans le LCR est généralement supérieure a 800 pg/mL. En ce
qui concerne les autres formes de MCJ, les concentrations en T-tau dans le LCR s’avérent
plus faibles que pour les formes sporadiques de la maladie.**' Le seuil de 500 pg/mL en T-tau
intrathécale pour le vMCJ permet d’obtenir une sensibilité de 86% dans la détection de cette
forme. De maniére tout a fait intéressante d’un point de vue diagnostique, une tres récente
étude a permis de mettre en évidence en WB un profil spécifique de la protéine tau dans le
LCR de patients atteints de MCJ sporadique.’®® Cette nouvelle voie pourrait permettre

d’affiner considérablement le diagnostic in vivo de la MCJ grace a la combinaison des autres

outils disponibles.

D’autres pathologies mettent en cause les protéines tau telles que certaines formes de DFT ou
encore d’autres tauopathies comme la PSP et la DCB. De nombreuses études se sont
intéressées aux T-tau dans le LCR de patients atteints par la DFT. Cependant les résultats
semblent en accord avec la variabilité étiologique et 1ésionnelle des DFT retrouvée apres
I’examen anatomopathologique puisque certaines études ont permis de mettre en évidence une
augmentation de la concentration de la T-tau dans le LCR de patients atteints par cette
pathologie par rapport aux sujets indemnes de pathologies dégénératives alors que d’autres
rapportent des concentrations intrathécales normales voire méme diminuées.>> % 3% 11
n’existe donc pas actuellement d’argument biologique, mettant en jeu la T-tau, en faveur

d’une DFT de méme que pour les PSP et les DCB.*®
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Les protéines T-tau sont constituées par le pattern complet de ces protéines dans le LCR avec
toutes les modifications possiblement rencontrées (phosphorylations et coupures
protéolytiques par exemple) au sein de ces dernieres. Une tres récente étude a permis de
mettre en évidence des différences dans les coupures protéolytiques de la protéine tau chez les
patients atteints d’'une PSP comparativement aux patients atteints par une autre maladie
neurodégénérative (DFT, DCB, MA, DCL et MP) ainsi que chez les sujets contrdles. La
concentration d’une protéine tau tronquées de 33kDa serait en effet trés diminuée dans le
LCR des patients atteints par la PSP.**® 1l parait vraisemblable que d’autres coupures
protéolytiques spécifiques de la protéine tau pourraient étre mise en évidence dans le LCR et
permettre un diagnostic plus fiable de la MA par exemple. Nous savons par ailleurs que ces
coupures jouent un role prédominant dans la formation des DNF intracérébrales.” Nous
pourrions imaginer, via la formation des DNF, une libération intrathécale des peptides
néoformés et ainsi une identification de la maladie aux stades les plus précoces. Cependant et
a notre connaissance, aucune ¢tude n’a encore rapporté la présence de tels dérivés de la

protéine tau dans le LCR.
1.1.2 Protéines tau phosphorylées

Dans la MA, les Iésions étant constituées par des protéines tau anormalement phosphorylées,
des outils immunologiques de type ELISA ont été récemment développés afin de pouvoir
doser dans le LCR ces protéines tau phosphorylées en différents sites et pouvoir
potentiellement étayer le diagnostic de MA. Les protéines tau phosphorylées (p-tau) ne sont
pas de simples marqueurs de la mort cellulaire puisque leurs concentrations sont diminuées
dans certaines pathologies neurodégénératives telle que certaines DFT notamment. De méme,
leurs concentrations dans le LCR sont diminuées dans les encéphalopathies vasculaires par
rapport aux patients atteints de MA mais aussi chez les sujets sains ou atteints de DFT.*” En
ce qui concerne la DCL, les résultats concernant la concentration des p-tau sont
contradictoires, certaines études rapportant une élévation de leurs concentrations n’étant pas
retrouvée par d’autres.*®® **® Une augmentation de la concentration intrathécale des p-tau dans
le LCR est observée dans la MA de méme qu’au stade prodromal de la maladie.*”*>"* De plus
le déclin cognitif serait corrélé a I’augmentation intrathécale des p-tau qui signerait donc

particuliérement un processus dégénératif*”*>"® Le dosage des p-tau dans le LCR a ainsi

" Cf. Chapitre II — 2.1.2 : Physiopathologie de la protéine tau.
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permis un gain de spécificité comparativement aux dosages des protéines tau totales et du
peptide amyloide.” Certains epitopes de phosphorylation seraient plus spécifiques de la MA.
Ainsi la concentration de la protéine tau phosphorylée sur 1’acide aminé 181 (p-tau;s;)
augmente de fagon significative dans le LCR des patients atteints pas la MA par rapport aux
sujets sans processus neurodégénératifs mais aussi par rapport aux patients atteints par
d’autres démences neurodégénératives.’®™ *”7 Ce site de phosphorylation est a I’heure actuelle
recherché et dosé en routine dans le LCR au sein des laboratoires spécialisés en neurobiologie
lors d’un diagnostic de MA. Le dosage ELISA de cette protéine phosphorylée (Innotest”
phospho-tau(sip), Innogenetics) révele des valeurs comprises entre 30 et 50 pg/mL chez les
sujets sains ou sans processus dégénératifs et entre 75 et 100 pg/mL chez les patients atteints
de MA.2'% La p-tau;g; permet de discriminer les patients atteint d’une MA de ceux atteints
d’une DFT avec une sensibilité de 85% et une spécificité de plus de 80%.” Ces résultats sont
tout a fait comparables pour discriminer une MA de l’ensemble des autres démences
dégénératives.”®” De plus, la distinction entre les patients atteints par la MA et ceux ayant une

DCL est optimisée si I’on utilise la p-tau; 81.3 69,377

La phosphorylation sur la thréonine 231 de la protéine tau (p-tauys;) s’effectue précocement
au cours de la pathogenese de la MA comme [I’indique certaines études
immunohistologiques.®” 1l apparait donc important d’évaluer son intérét pour le diagnostic
biologique de la MA. La p-tau,s; distingue les patients ayant une MA des sujets contrdles sans
maladie neurodégénérative avec une sensibilité de presque 90% et une spécificité de 93%
selon une récente méta-analyse.”™ Son intérét pour le diagnostic différentiel semble plus
modeste puisque sa sensibilité dans la discrimination de la MA par rapport aux autres
démences est de 90% avec une spécificité de moins de 67%. Cependant cette spécificité est
supérieure 4 90% dans la distinction d’une MA et d’une DFT avec une sensibilité de 85%.*¢’
Cette epitope de phosphorylation semble étre un reflet fiable de la neuropathologie puisque la
concentration intrathécale de la p-tau,;; est corrélée a la quantité de DNF intracérébrale
observée dans la MA.*® La p-tau,s; parait particuliérement intéressante aux stades précoces
de la maladie puisque qu’elle permet de prédire le déclin cognitif chez les patients MCI et
ainsi de présager d’une conversion du stade MCI vers la MA.”* Cette phosphorylation
apparait comme le marqueur le plus précis pour la conversion des patients MCI en MA avec

382

une sensibilité et une spécificité de 80%.” " Il est a noter que la concentration intrathécale de

" Cf. 1.2 : Peptide AP au sein de ce chapitre.
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cette protéine diminue au cours de la progression de la MA et ceci de fagon inversement
proportionnelle 4 la sévérité de la démence.”® Ce marqueur parait donc important non
seulement du point de vue diagnostic aux stades précoces mais aussi pour présager de la
progression de la maladie, cependant cette diminution de la concentration au cours du temps

rend I'utilisation de ce marqueur moins ais€¢ qu’un marqueur plus stable.

Une autre phosphorylation s’avére intéressante pour le diagnostic biologique de la MA avec la
protéine tau phosphorylée en serine 199 (p-taujg9). La p-taug9, qui semblerait elle aussi
intervenir de facon précoce dans la genése des DNF,*™ discrimine les patients atteints d’une
MA des patients atteints par une autre démence avec une sensibilité de 85% et une spécificité

de prés de 80%."7°

Des hyperphosphorylations de la protéine tau sur certains acides amings, tels que la thréonine
231 et la serine 235, ont aussi pu étre observés dans le LCR de patients MCI qui évolueront
par la suite vers une MA. Ainsi la concentration de la protéine tau phosphorylée sur les 2
acides aminés 231 et 235 serait prédictive de la conversion du stade MCI vers la MA.>® De la
méme manicre, et grdce a une méthode immunoenzymatique trés sensible, les
phosphorylations de la protéine tau sur les deux sérines 396 et 404 ont pu étre mise en
évidence dans le LCR de patients atteints par la MA, la démence vasculaire, des patients sans
processus dégénératifs ainsi que des contrdles sans atteintes neurologiques.’® Mais
I’élévation de la concentration de ce marqueur a été trouvé uniquement chez les patients ayant
une MA. Il s’agit donc ici d’'un marqueur prometteur pour le diagnostic différentiel, il reste
néanmoins & confirmer ces résultats avec des patients atteints par d’autres démences

neurodégénératives.

Il n’y a, a notre connaissance, pas de données concernant la protéine tau et ses dérivés dans le
sang pour le diagnostic des démences. Une étude a néanmoins rapporté des résultats
concernant la concentration de la T-tau dans le sérum de patients ayant subit un accident
. 1o 387 - o ;. . ..
vasculaire cérébral. La concentration en T-tau périphérique serait transitoirement

augmentée chez de tels patients.
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1.2 Peptide AB

Chez les patients atteints de MA, on observe une diminution de la concentration intrathécale
d’AB4, également observée dans d’autres démences comme la DCL ou encore la MCJ,
pathologies dans lesquelles sont parfois observées des PS.**7 ¥ 3% Ceg résultats semblent en
accord avec le recouvrement lésionnel observé dans ces pathologies.” Tout comme pour les
protéines tau, les concentrations d’ A4, dans le LCR sont déterminées grace a un test ELISA
(Innotest™ B-Amyloid(i.42), Innogenetics). Les concentrations intrathécales d’ABs4, sont
comprises entre 600 et 1230 pg/mL chez les sujets sans processus neurodégénératifs et entre
260 et 500 pg/mL chez les patients atteints de MA.** % Ainsi le dosage de I’AP4, dans le
LCR permettrait de discriminer les patients atteints par une MA des sujets ne souffrant pas de

maladie neurodégénérative avec une sensibilité de 86% et une spécificité de prés de 90%.>°

Une corrélation entre la diminution de la concentration intrathécale d’ APy, et le nombre de PS
au sein du cortex cérébral a été rapportée lors d’une étude autopsique.””’ De méme, une étude
combinant la TEP' et la biologie du LCR a aussi permis de montrer in vivo une diminution
intrathécale de la concentration en AP4, inversement proportionnelle a la quantité¢ de dépdts
amyloides intracérébraux.’ Ces derniéres études suggérent ainsi que la diminution de cette
concentration en A4, dans le LCR refléte la séquestration cérébrale du peptide dans les PS.
Elle est aussi détectée au stade MCI de la maladie 2 a 3 ans avant l’installation de la
démence.**> 3% Néanmoins, la diminution de la concentration d’Af4, dans le LCR n’indique
pas le stade évolutif de la démence.* 11 est intéressant de noter que la concentration de 1’ Af4o
dans le LCR est influencée par le génotype ApoE.* La présence d’un allele €4 du géne de
I’ApoE est associée a une concentration intrathécale en AP, plus basse que pour les autres

alléles et ceci d’autant plus en cas d’homozygotie e4/e4 du géne de I’ ApoE.>”

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédent, les formes oligomeriques d’ AP joueraient
un role toxique crucial dans la perte synaptique observé dans la MA.' Des techniques

extrémement sensibles (comme la spectroscopie de corrélation de fluorescence) ont permis de

396

détecter la présence de ces oligomeres dans le LCR de malades ayant une MA.”” De méme,

" Cf. Chapitre I — 1.2.3.3 : Maladie d’Alzheimer et démences mixtes.
" Cf. Chapitre I - 1.2.2 : Imagerie.

' Cf. Chapitre I - 1.3 : Facteurs de risques et maladie d’Alzheimer.
¥ Cf. Chapitre II — 2.2.2 : Physiopathologie du peptide Ap.
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une tres récente étude a montré que les oligomeres d’AP étaient significativement augmentés
chez les patients atteints par une MA ainsi que chez les patients au stade prodromal
comparativement aux patients indemnes de maladies neurodégénératives mais présentant
d’autres troubles neurologiques (tels qu’une épilepsie ou des neuropathies périphériques).*”’
De plus cette étude a rapporté une corrélation inverse avec les capacités cognitives des
patients, les oligomeres d’Af reflétant 1’altération cognitive dans la MA. En effet, les scores
obtenus avec le MMS' sont plus bas chez les patients avec une concentration oligomérique
plus importante dans le LCR. Néanmoins, et alors que la détection de ces formes
pathologiques agrégées promet un véritable intérét diagnostic, la détection de ces oligomeres

dans le LCR n’est pas aisée et leurs faibles quantités dans ce fluide ne permet pas encore

d’envisager cette méthode pour le diagnostic biologique de routine.

Les peptides AP les plus abondants dans ce liquide sont, par ordre de concentrations
décroissantes, 1’ AB4o, APss et UAPs, >”® (figure 20). Le dosage du peptide AP majoritaire dans
le LCR (AP4p) est tres informatif puisqu’il permet de refléter la charge totale en peptide Ap
produite et libérée dans ce fluide biologique.*®® Ainsi, de par le métabolisme de la protéine
« APP » et la voie amyloidogéne,” les forts producteurs d’Ap ont des concentrations
intrathécales en A4, plus importantes que les faibles producteurs, posant un probléme lors du
diagnostic de la MA puisque certains forts producteurs atteints par une MA peuvent se trouver
au dessus du seuil pathologique (et inversement pour les faibles producteurs). L utilisation du
ratio ABso/AP4o permet de corriger cette variation biologique interindividuelle et d’éviter les

erreurs d’interprétations pour la concentration de 1’ ABy4, dans le LCR.*”

" Cf. Chapitre I — 1.2.1 : Evaluation clinique et neuropsychologique.
T Cf. Chapitre IT — 2.2.1 : Le peptide Ap.
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Figure 20. Formes majoritaires d’Ap retrouvées dans le LCR. Spectre de masse réalisé via la
technologie SELDI-TOF. L’axe des abscisses est relatif au poids moléculaire exprimé en daltons et
I’intensité du signal, représenté par I’axe des ordonnées, est exprimée en unité normalisée (données
personnelles obtenus au laboratoire de Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est de Lyon ;

Krolak-Salmon et al., 2008*).

Outre les formes de 40, 42 et 38 acides aminées,* il existe d’autres formes d’AP dans le LCR.
Ces formes sont produites en parallele suivant une co-régulation physiologique orchestré par
les y-secretases.*”! De nombreuses formes tronquées de AP ont été identifiées grace a des
techniques de séparation ¢léctrophorétiques en conditions dénaturantes (WB) mais aussi grace
a de nouvelles technologies telles que la spectrométrie de masse (SELDI-TOF' notamment),
que se soit au niveau cérébral ou dans le LCR de patients atteints par une MA mais aussi chez
des patients MCL?"" 2% 492 C’est pourquoi une partie de la recherche se concentre sur la mise
en évidence de nouvelles formes plus spécifiques du peptide AP qui pourrait permettre
d’améliorer le pouvoir prédictif et discriminatif du diagnostic biologique.*”® Des formes d’Af
tronquées telles ABi3, APis4, ou encore ABj¢ ont été décrites dans le LCR des patients atteints
par la MA.** De facon surprenante, la concentration de 1I’AB;¢ est d’ailleurs retrouvée
augmenté dans le LCR des patients atteints par la MA. Ces fragments peptidiques
apparaissent tres intéressants pour le diagnostic différentiel des démences neurodégénératives
puisqu’il semblerait exister un profil spécifique des peptides AP dans le LCR entre la MA, la

DCL et la DFT par exemple. Ces patterns différents refléteraient des processus

" Cf. Chapitre II — 2.2 : Amyloidopathies.
Y« Surface Enhanced Laser Desorption and Ionization - Time of Flight »: technologie combinant la
chromatographie d’affinité et la spectrométrie de masses grace a I’ionisation par désorption de surface induite au
laser couplé a un temps de vol. Cette technologie permet d’analyser des traces de composés de 1’ordre du
femtomolaire & partir de sources complexes tels que les fluides biologiques (LCR, sang, urine, salive). De plus
cette technologie permet d’identifier des modifications post-traductionelles ou des isoformes particuli¢res

pouvant constituer des biomarqueurs potentiels.
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physiopathologiques distincts, faisant intervenir le peptide AP, a 1’origine de ces

pathologies.**

Un peptide AB4o oxydé a été¢ mis en évidence en WB dans le LCR des patients atteints par la
MA, la DCL, la MP mais aussi chez les patients contrdles sans processus neurodégénératif.*"’
La quantité¢ de ce peptide est significativement augmentée chez les patients atteints par une
DCL par rapport aux autres patients de 1’étude, signifiant un réle diagnostic intéressant avec
cette modification post-traductionnelle pour la discrimination des patients ayant une DCL. De
plus utilisation d’un ratio AP4,/ABs7 distingue les sujets contrdles de cette étude des patients
avec une MA, une DCL ou une MP. Les patients atteints par la MA sont de méme distingués

des patients atteints par une synucléopathie grace a I’utilisation de ce ratio.

Une étude a récemment rapporté une augmentation de la concentration d’Afs dans les
plaquettes de patients atteints par la MA, de méme qu’une augmentation de 1’activité
enzymatique de 1’a-secretase. **° Cette observation va dans le sens d’un déréglement de la
balance enzymatique des sécretases dans la formation des dépdts amyloides dans la MA. Une
¢valuation de la concentration plasmatique d’APsy associée a une faible concentration
plasmatique d’AP4, multiplierait le risque de contracter une MA par 10.*7 Selon une étude de
suivis, la diminution de la concentration plasmatique d’As, semblerait associée au déclin
cognitif des patients atteint par une MA.**® Enfin, une association entre la concentration
plasmatique d’APs et des lésions de la substance blanche objectivées par I'IRM
encéphalique, en particulier certains aspects évocateurs d’angiopathies amyloide, a été
retrouvé chez des sujets MCI ou atteints par une MA.*” Cette observation tendrait 4 montrer
un rdle important de I’AP périphérique dans 1’établissement des Iésions vasculaires
d’angiopathie amyloide. Des formes tronquées d’Af pouvant jouer un role diagnostic ont
¢galement été mises en évidence dans le plasma de sujets sains et de patients atteints par la

MA410

" Cf. Chapitre IT — 2.2.1 : Le peptide Ap.
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Tableau 5. Récapitulatif des variations de concentrations dans le LCR des marqueurs
étiologiques dans les principales démences. MA : maladie d’Alzheimer ; DCL : démence a

corps de Lewy ; DFT : démence frontotemporale ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob ; N : valeurs

normales.
T-tau p-tau;s; A4
MA T T !
DCL N parfois 1 N N parfois |
DFT N parfois | ou 1 N parfois 1 N parfois |
MCJ ™ N parfois 1 l

1.3 a-Synucléine

L’a-Syn représente environ 1% des protéines cérébrales totales et moins de 0.001% des

411

protéines retrouvées dans le LCR." " Néanmoins cette protéine reste détectable puisque sa

présence dans le LCR, ainsi que dans le sang, a été démontrée chez les sujets sains.*'> *!
Toutefois les études explorant I’a-Syn dans le LCR sont rares et suggerent que la libération de
I’a-Syn hors de la cellule et sa circulation dans le LCR, puis dans les liquides périphériques,

est physiologique.

Une diminution de la concentration intrathécale de I’a-Syn monomérique a été retrouvée chez
les patients atteints par la MP ainsi que la DCL par rapport aux autres démences comprenant
la MA, la DFT, la PSP, la démence vasculaire mais aussi I’hydrocéphalie a pression normale

. " (oo 414, 415
ou encore des démences non étiquetées.”

De fagon intéressante, la concentration en
oligomere d’a-Syn semble étre accrue dans le LCR et le sang des patients atteints par la
MP,*'® pouvant expliquer la diminution de la concentration intrathécale de 1’0-Syn
monomérique observée chez ces malades. A ce titre, il a été¢ montré que les LCR de patients
atteints par la MA et la DLC étaient un environnement biologique favorisant 1’oligomerisation

de ’a-Syn in vitro.*"”

Bien que ces résultats semblent démontrer une tendance a la diminution de la concentration de
I’a-Syn intrathécale chez les patients atteints par une synucléopathie, ils restent encore
contradictoires puisque des élévations, des concentrations normales de méme que des

diminutions de la charge en a-Syn ont été rapportés chez les patients atteints par une DCL.*'™
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420 Cependant et alors que la détection de I’a-Syn dans le LCR ne permette pas toujours de
différencier la DCL de la MA ou d’autres démences (DFT et démences vasculaires) selon
certaines études,*"” la concentration intrathécale de I’0-Syn semble corrélée & la progression
de la maladie dans la DCL, ce qui n’est pas retrouvé chez les patients atteints par une MA.*!
Mais de fagon opposée, une étude tout aussi récente parue un mois plus tard la méme année
(2009) a rapporté une corrélation entre la durée de la maladie et la concentration d’a-Syn dans

le LCR de patients ayant la MA.**

Ces patients auraient d’ailleurs une charge intrathécale en
cette protéine significativement moins €élevée que les sujets sans atteintes neurologiques. De
plus, il apparait important de noter qu’il n’a pas été observé dans cette derni¢re étude de
diminution de la concentration d’o-Syn dans le LCR des patients atteints par une
synucléopathie (MP et DCL) contrairement a d’autres précédemment citées. Quoi qu’il en

soit, et de par la localisation synaptique de l’a-Syn,* ces résultats sembleraient étre le reflet de

la perte synaptique qui se produit lors d’une MA.

Tous ces résultats contradictoires concernant I’a-Syn dans le LCR de patients atteints par
différentes pathologies pourraient prendre leurs sources dans la variabilité des méthodes de
détections utilisées. En effet, les études citées plus haut, rapportant ces résultats conflictuels,
n’utilisent pas les mémes outils ni les mémes fagons de procéder pour la détection de 1’a-Syn,
qu’il s’agisse des temps d’incubation des LCR (pouvant potentiellement agréger les protéines
d’intéréts) ou encore des méthodes permettant de concentrer les échantillons afin d’augmenter
I’intensité du signal.*** Suivant ces différents modes opératoires, les résultats ne peuvent plus
étre comparables du fait de possibles modifications (telles que 1’agrégation pouvant diminuer

la quantité de monomeres détectables par exemple) des protéines d’intéréts.

1.4 Protéine Prion

1.4.1 Protéine Prion et diagnostic de certitude

Afin de comprendre les enjeux biologiques pour une aide diagnostic de la PrP, il convient de
s’intéresser aux propriétés et différences de la PrP pathologique par rapport a la protéine
native, propriétés notamment recherchées au court du diagnostic post-mortem de la MCJ

comme nous le verrons un peu plus loin. La PrP pathologique présente des caractéristiques

" Cf. Chapitre II — 2.3.1 : a-synucléine.
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physicochimiques différentes de la PrP normalement retrouvée chez les sujets sains, bien que
leurs structures primaires soient identiques. La PrP pathologique présente notamment une
insolubilité en milieu détergeant ainsi qu’une résistance partielle a I’action d’une enzyme, la
Protéinase K (PK).** Ces propriétés semblent directement liées aux modifications des
structures secondaires et tertiaires de la protéine.* Elles permettent ainsi d’aider a la mise en
¢vidence de la PrP pathologique dans le tissu cérébral via des méthodes immuno-
biochimiques au cours du diagnostic de certitude de la MCJ. Ce diagnostic biologique post-
mortem est fondé sur la différenciation des formes pathologique et native de la PrP. Les
différences de sensibilités vis-a-vis de la PK' et I’insolubilité de la PrP pathologique en milieu
détergeant* sont couramment exploitées dans ce but. Des techniques ELISA ou encore WB

163, 424 . ..
’ La mise en évidence

permettent alors de détecter les formes pathologiques cérébrales.
par WB permet de distinguer les souches de PrP pathologiques selon leurs profils
moléculaires.’ Ces données spécifiques de typage, combinées au polymorphisme du codon
129" ainsi qu’a la neuropathologie, permettent d’élaborer des classifications afin de mieux

comprendre la diversité phénotypique des MCJ.

1.4.2 La PrP dans les tissus périphériques : une aide au diagnostic ante-mortem

Bien que les EST soient des maladies affectant le systéme nerveux central, 1’agent infectieux
a été¢ montré dans de nombreux autres tissus. Afin d’aider au diagnostic du vivant du patient,
la PrP a été recherché dans certains tissus candidats aux biopsies. Ainsi la présence de PrP
pathologique a pu étre mise en évidence chez des patients atteints de vMCJ dans les tissus
lymphoides tels que la rate, les amygdales et les ganglions lymphoides, I’appendice mais aussi
les yeux, le systéme nerveux périphérique et le rectum.*”**® De méme, chez les cas
sporadiques de MCJ, des études récentes rapportent la présence de cette protéine pathologique
dans la rate, les muscles squelettiques, 1’épithélium olfactif ou encore les nerfs

1 429-431
périphériques. ’

" Cf. Chapitre II — 2.4.2 : Physiopathologie de 1a protéine Prion.

T La forme native est entiérement dégradée par la PK, contrairement a la forme pathologique dont il reste un
fragment résistant.

* La forme native restant soluble, elle ne précipite pas lors d’une ultracentrifugation, contrairement a la forme
pathologique que I’on peut de fait récupérer de cette maniére.

¥ Le fragment résistant a la PK de la PrP pathologique se présente sous la forme de 3 bandes en WB : non
glycosylée, monoglycosylée et biglycosylée dont les ratios respectifs semblent spécifiques de chaque souches.

" Cf. Chapitre II — 2.4 : Maladies a Prion.
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1.4.3 La PrP dans le liquide céphalorachidien

Bien que la présence de la PrP dans le LCR ait déja été montrée in vivo, il existe trés peu
d’études concernant la protéine pathologique dans ce fluide biologique.** Des agrégats
pathologiques de PrP ont été détectés chez environ 20% des patients atteints de MCJ
sporadique et aucuns des témoins.* Cependant ces résultats restent encore contestés
puisqu’une autre ¢tude n’a pas permis de mettre en évidence cette différence entre les 2
populations sur des profils WB, les protéines présentes dans les 2 types de populations
semblant non seulement présentes en trés faible quantité mais aussi trés sensibles a la PK.**
Certaines équipes s’intéressent alors a I’augmentation de la sensibilité de cette détection de la
PrP pathologique via des techniques d’amplifications de celle-ci. La PrP pathologique a ainsi
pu étre récemment détectée dans le LCR de moutons atteints de scrapie,* laissant présager, de
part les caractéristiques communes de cette pathologie animale avec la vMCJ humaine, un

diagnostic biologique in vivo de la vMCJ.**

Par ailleurs, la concentration de la PrP dans le LCR a été étudié dans d’autres maladies
neurologiques telles que différentes maladies neurodégénératives (MA, DCL, MP) mais aussi
la sclérose multiple, 1’ischémie cérébrale, les crises épileptiques généralisées ou encore les
méningo-encéphalites. Une étude récente a pu mettre en évidence une diminution significative
de la concentration intrathécale de la PrP dans le LCR de patients atteints de maladies
neurodégénératives (MCJ, MA, DCL, MP) par rapport aux patients atteints d’autres affections
neurologiques ainsi que les sujets contrdles.*® De plus, cette diminution semblerait corrélée
avec la sévérité de la maladie chez les patients atteints de MCJ, MA mais aussi DCL. La PrP
ne semble pas exclusivement intéresser les affections neurologiques primaires puisqu’une
¢quipe américaine a mis en évidence une augmentation de la protéine dans le LCR de patients
atteints par le VIH' de type 1 présentant des atteintes neurocognitives de méme que chez les

macaques atteints par le VIS* et présentant des encéphalites.*’

" Cf. Chapitre I — 6 : Maladies a Prion : encéphalopathies spongiformes transmissibles.
" Virus de I'Tmmunodéficience Humaine.

! Virus de I’Immunodéficience Simienne.
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1.4.4 La PrP dans les fluides biologiques périphériques

En 2004, une équipe Britannique révele un premier cas de vMCJ possiblement lié a une
transfusion d’un concentré globulaire non déleukocyté* d’un donneur en phase préclinique de
vMCI.*® La survenue de 3 autres cas quelques temps aprés conforte 1’hypothése d’une

9 A ce jour, une estimation de 66 patients ayant

contamination transfusionnelle de la vMCJ.
recus des produits dérivés du sang de 18 donneurs ayant développé plus tard un vMCJ a été
faite au Royaume Uni. Si le caractére infectieux du sang dans la vMCJ est maintenant avére,

440
J.

cette question reste encore en suspend pour les autres formes de MC Quoi qu’il en soit, ce

contexte a permis I’émergence, quelques années plus tard, de techniques permettant une
détection de la PrP pathologique dans le sang chez les patients atteints de vMCJ.**!
Néanmoins, il n’existe encore pas a I’heure actuelle de diagnostic sanguin permettant de

détecter cette protéine chez les patients atteints d’autres formes de MCJ.

La présence de PrP pathologique dans I'urine a été rapportée pour la premiere fois en 2001
chez des patients atteints de formes génétiques de la MCJ.*** Néanmoins cette détection
rapportée comme spécifique a été par la suite contesté par d’autres études ne retrouvant pas,

. N frda pl . 443, 444
jusqu’a trés récemment, ces résultats.”

Un signal spécifique en WB a été détecté dans les
urines de patients atteint par la MCJ, cependant ce signal était extrémement tardif et ne
permettait pas un diagnostic de la maladie (données non publiées, Laboratoire de
Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est de Lyon). Il semblerait que le fragment
résistant a la PK soit aussi retrouvé dans I'urine de patients atteints par d’autres maladies
neurodégénératives et soit constitué de PrP urinaire complexée a des immunoglobulines. De
nombreux models animaux ont tout de méme permis d’obtenir de bons résultats concernant la
détection de la PrP pathologique dans les urines, notamment chez les hamsters, ou cette
protéine infectieuse a pu étre mise en évidence dans 80% des urines d’animaux contaminés

. 445 . . . I
par une souche de scrapie.” Enfin il faut noter que la salive par voie orale s’est avérée étre

infectieuse chez les cervidés.**

" La fraction du sang la plus infectieuse correspondrait aux leucocytes.

104



1.5 Combinaisons de marqueurs

L’utilisation de combinaisons de marqueurs du LCR (les trois principaux biomarqueurs
étiologiques : APsp, T-tau et p-tau;g;) permettre d’augmenter la performance du diagnostic
biologique des démences, que se soit en terme de diagnostic différentiel ou en terme de
précocité.**” 36334 Ces protéines dans le LCR sont aussi des marqueurs pronostics puisqu’une
tres récente étude prospective conduite sur 5 ans et incluant prés de 150 patients atteints par la
MA a révélé que des concentrations intrathécales extrémes de ces biomarqueurs (T-tau et p-
taujg; tres élevées et AP, trés basses) étaient associées a une maladie plus sévere et plus
agressive conduisant a un décés plus rapide.*”’ De plus, ces patients aux fortes modifications
dans la concentration de ces biomarqueurs répondent beaucoup moins bien aux traitements

médicamenteux que les autres avec les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase.

L’un des enjeux les plus prégnants dans I'utilisation des 3 marqueurs principaux du LCR pour
le diagnostic de la MA réside dans les formes a présentation focale de la maladie.” Ces
présentations cliniques atypiques de la MA suscitent d’autant plus les biomarqueurs du LCR
qu’elles retardent parfois I’instauration d’un traitement spécifique, puisque le syndrome
observé ne permet pas toujours d’évoquer une MA lors des premiers stades de la maladie.
Ainsi les combinaisons de marqueurs (comprenant aussi les ratios) améliorent le diagnostic

étiologique de ces formes focales.

La combinaison de la protéine T-tau et du peptide APs, permet de distinguer les patients
atteints d’une MA des patients ayant une DFT avec une sensibilité et une spécificité de
85%.°%* L’utilisation de cette combinaison permet d’obtenir une sensibilité de 95% et une
spécificité de 83% pour la détection des patients MCI avec une MA sous-jacente.””” Le risque
pour un patient MCI de développer une MA est environ multiplié par 18 dans cette dernicre
étude lorsque ses concentrations en protéines T-tau et AB4, dans le LCR atteignent les valeurs
seuil. La combinaison des 3 marqueurs (T-tau, p-tau;s; et APs,) permet de prédire une MA
sous-jacente avec une sensibilité supérieure a 90% et une spécificité de plus de 85% dans une
populations de patients MCL>*** Le pouvoir prédictif de la p-taus; est d’ailleurs supérieur 4 la
T-tau pour prédire la conversion en MA dans patients MCI. Ces 3 marqueurs du LCR

apparaissent comme étant un bon outil permettant d’objectiver un processus dégénératif de

" Cf. Chapitre I — 2 : Les atrophies focales.
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type MA chez des patients présentant des syndromes tels que le syndrome de Benson dont la
forte prévalence de 1’étiologie MA est connue grice a des études avec vérifications
neuropathologiques.” Ainsi, une étude comprenant 9 patients présentant une ACP révéle des
concentrations en ces 3 biomarqueurs du LCR similaires a celles observées dans la MA.*** De
la méme fagon, nous avons réalisé une étude prospective regroupant un plus grand nombre de
patients présentant une ACP (22 patients) et pour lesquels ont été dosé ces 3 biomarqueurs du
LCR. Nous avons montré sur cette cohorte que plus de 90% des patients de I’étude avec un
syndrome de Benson avaient des concentrations intrathécales suggérant une MA sous-

jacente.*”’

Le ratio des protéines T-tau/AP4, augmente la spécificité du diagnostic de MA par rapport a
une population indemne de maladie neurodégénératives.”™” *! Ce ratio permet également
d’augmenter la spécificité du diagnostic de MA par rapport aux autres démences
neurodégénératives.”’ De plus, la spécificité de ce ratio pour discriminer une MA d’une
démence vasculaire est supérieure a 80%, cependant ce ratio serait moins performant dans la
discrimination d’une MA et d’une DCL.*° Ces résultats sont certainement en rapport avec la
coexistence fréquente des lésions caractéristiques de la MA et des CL. En ce qui concerne les
DFT, ce ratio permet de différencier cette pathologie de la MA avec une bonne sensibilité
d’environ 80% et une excellente spécificité de 97%.** Enfin, le ratio T-tau/AB4, pourrait étre
précocement informatif puisqu’il semble prédictif d’une altération cognitive chez les sujets
asymptomatiques, le risque de développer une démence a 8 ans étant multiplié par 5 chez les

. 453
sujets avec un tel ratio élevé.

De la méme manicre, le ratio p-tau;s;/APs, apparait comme étant un élément biologique
important pour le diagnostic différenticl de la MA. Il permet notamment de trés bien
distinguer les patients ayant une MA de ceux atteints par une DFT avec une sensibilité et une
spécificité de plus de 90%.** De plus, il est aussi capable de discriminer les patients atteints
par une démence sémantique de ceux ayant une MA avec une excellente sensibilité de plus de
98% et une sensibilité de 84%. Ce ratio permet donc de bien présager de la pathologie sous-
jacente entre une MA et une DFT ou une démence sémantique.** Cependant il apparait
relativement faible dans la distinction d’'une MA et d’une ACP ou encore d’une aphasie

logopénique. Ce manque de précision pourrait étre due a 1’hétérogénéité neuropathologique

" Cf. Chapitre I — 2.2 : Les atrophies corticales postérieures ou syndrome de Benson.
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de ces syndromes et particulierement de 1’étiologie principalement MA de ces deux derniers.”
Ainsi ce ratio permet surtout de détecter biologiquement dans le LCR un processus
physiopathologique compatible avec une MA chez de tels patients et laisserait présager de la

neuropathologie.

Comme nous 1’avons mentionné plus haut en traitant I’intérét diagnostique du peptide AP
dans le LCR," des ratios spécifiques aux formes tronquées du peptide AP s’avérent
particuliérement intéressant pour distinguer des démences neurodégénératives entre elles.
Mais I'utilisation de certains ratios couplés aux dosages des T-tau dans le LCR augmente
considérablement la précision de cette aide diagnostic. Ainsi les ratios APs/ABss et APa/APsy
combinés a la concentration de la T-tau dans le LCR allient une excellente de sensibilité de
100% a une trés bonne spécificité de 92% pour différencier les patients atteints par la MA de

ceux ayant une DCL.*

Puisque la concentration intrathécale en T-tau dans la MCJ est en moyenne plus élevée que
dans les autres démences (et notamment la MA) et que la concentration en p-tau;g; est
significativement plus basse dans cette pathologie comparativement aux autre démences,
I’utilisation du rapport de la p-tau;g; sur la T-tau s’avere intéressant dans la distinction des
MCJ par rapport aux autres démences.”® Ce rapport est inférieur a 0.05 dans la MCJ alors
qu’il est supérieur a 1.25 dans la MA ainsi que chez les patients aux stades prodromaux. De
méme, ’efficacité de ce ratio dans la distinction de la MCJ par rapport aux autres démences
est tout a fait comparable lorsqu’il est effectué avec la p-tauys; (a la place de la p-taulgl).457 Il
convient d’ajouter que les concentrations en p-tau;g; dans le LCR sont plus élevées dans les
vMCJ que dans les formes sporadiques, et ceci inversement aux concentrations moyennes en
T-tau dans le LCR plus élevées dans les formes sporadiques de la MCJ par rapport au
variant.*® Ce rapport permet de différencier au sein des MCJ les patients atteints de la forme
sporadique de ceux atteints par le variant avec un ratio plus élevé. Néanmoins, les
recouvrements biologiques, notamment entre les MCJ non sporadiques et la MA, ne
permettent pas toujours a ces combinaisons de présenter un intérét dans le diagnostic

différentiel.

" Cf. Chapitre I — 2 : Les atrophies focales.
" Cf. 1.2 : Peptide Ap au sein de ce chapitre.
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D’autres combinaisons de marqueurs ont permis d’augmenter la qualit¢ du diagnostic
biologique, en utilisant notamment différentes p-tau. Ainsi, la combinaison des protéines p-
taug; et p-taup;; permettrait de diagnostiquer 94% des patients atteints de MA avec une
spécificité de 66% par rapport aux autres démences neurodégénératives.’®” De maniére plus
intéressante, le ratio de la protéine tau phosphorylée sur les acides aminés 396 et 404 (site de
reconnaissance de I’anticorps PHF-1) et de la protéine T-tau permet de discriminer la MA des
autres démences avec une sensibilité et une spécificité respectives de 96 et 86%.°% Ce ratio
permettrait de distinguer avec une excellente spécificité (100%) les patients atteints par la MA

de ceux atteints par une démence vasculaire.

La combinaison de I’imagerie et de la biologie pourrait permettre d’augmenter la sensibilité et
la spécificité du diagnostic précoce de la MA par rapport aux autres démences.*” *° Une
relation inversement proportionnelle entre la concentration de la p-tauys; dans le LCR et le
volume de I’hippocampe a ainsi été démontrée dans la MA, faisant de la p-tau,3; un indicateur
de la progression anatomique de la maladie.*®' 1l existe également une forte corrélation entre
la progression de 1’atrophie hippocampique et 1’augmentation de la concentration de la p-
taups; ainsi que la diminution de 1’AP4, dans le LCR des sujets présentant un MCI. De fagon
similaire, une étude longitudinale a observé une corrélation positive entre la concentration
intrathécale en protéines T-tau, p-tau et la progression 1’élargissement ventriculaire dans la
MA.*? Une étude récente a permis de mettre en évidence dans les DLFT une augmentation de
la concentration intrathécale en protéines T-tau plus importante chez les patients présentant
une atrophie temporale prédominante par rapport aux patients atteints de la variante frontale

de la maladie.*®?

De méme des combinaisons ont été étudiées entre la biologie du LCR et les nouvelles
techniques d’imageries métaboliques.” Ainsi une association entre la diminution de la
concentration de 1’AP4, dans le LCR et une diminution du métabolisme glucidique

intracérébral a notamment été rapportée.*®*

" Cf. Chapitre I — 1.2.2 : Imagerie.
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2 AUTRES MARQUEURS BIOLOGIQUES

2.1 Marqueurs biologiques pour le diagnostic de la MA et des syndromes apparentés

D’autres marqueurs biologiques seraient susceptibles de participer au diagnostic étiologique
d’une démence et il a été décrit de nombreuses molécules a ce jour pouvant jouer ce role de
biomarqueur. Nous traiterons ici brievement de quelques unes d’entre elles qui semblent

apporter un bénéfice au diagnostic biologique différentiel et précoce.

L’hypothese de I’implication du stress oxydatif et de I’inflammation dans la MA et les
syndromes apparentés a ouvert certaines voies de recherche. Il est connu que 1’inflammation
est associée 4 une accumulation d’Ap intracérébrale dans les démences.*®> Des marqueurs de
I’inflammation ont donc été recherchés dans le LCR afin de révéler un potentiel processus
inflammatoire lié a ces accumulations pathologiques. Les concentrations des médiateurs de
I’inflammation tels que certaines chémokines seraient augmentées dans le LCR de patients
atteints de MA.*% %7 Les concentrations de la protéine de reconnaissance du complément
Clq est diminué dans le LCR de patients atteints de MA corrélativement a la sévérité de la
démence.**® Quoi qu’il en soit, cette molécule intrathécale témoigne seulement de la réaction
microgliale rencontrée dans la MA ** et pouvant intervenir au cours du vieillissement
cérébral physiologique.*”® De méme, la concentration de 1’isoprostane, un marqueur du stress
oxydatif, augmente nettement dans certains liquides biologiques (LCR mais aussi sang et
urine) des patients atteints de MA proportionnellement au déficit cognitif.471 Chez les patients
ayant un MCI, cette augmentation suggérerait I’existence d’une MA sous-jacente.*’”” Si ces
molécules sont intéressantes pour la compréhension des mécanismes physiopathologiques
intervenant au cours de la maladie (stress oxydatif et activation microgliale notamment), ces
marqueurs ne peuvent prétendrent a intervenir de maniere plus fine dans le diagnostic du fait
de leurs spécificités médiocres vis-a-vis des pathologies fréquemment rencontrées au cours du

vieillissement cérébral.*”

Enfin certaines molécules rentrant en jeu dans le catabolisme protéique sont présentes dans le
LCR, leurs concentrations reflétant une agression cérébrale. Les augmentations de 1’activité

intrathécales de la neprisyline” et de la concentration en T-tau serait corrélée a Iintensité du

" Endopeptidase participant au catabolisme de I’ Ap.
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déclin cognitif chez les patients atteints par la MA a un stade démentiel ou prodromal.*™

Cependant, le taux de cette enzyme n’est que trés modestement prédictif d’une conversion du
stade MCI vers la démence. L’ ubiquitine, une autre protéine de signalisation impliquée dans
le catabolisme protéique, se lierait aux protéines tau agrégées dans le cortex cérébral et sa
concentration augmenterait dans le LCR de patients atteints de MA.*” La quantité
d’ubiquitine associée aux agrégats de protéines tau dans le cortex serait corrélée a sa
concentration intrathécale dans cette pathologie.*’® Néanmoins, les concentrations dans le
LCR de I’ubiquitine comme de la protéine tau se sont révélées élevées dans d’autres

pathologies neurodégénératives non Alzheimer.*”’

La transthyrétine (préalbumine), protéine trés présente dans tous les liquides biologiques dont
le sang et le LCR, voit sa concentration augmenter de maniere significative dans le LCR de
patients atteints par la MA méme a des stades prodromaux. Son dosage dans le LCR permet
de distinguer les sujets atteints par la MA des sujets contrdles avec une sensibilité de 100% et
une spécificité de 93%.*”® Une autre protéine, mitochondriale cette fois avec le cytochrome ¢
que I’on retrouve augmenté dans le LCR de patients atteints par la MA, permet de différencier
les patients avec un MCI stable de ceux évoluant vers la MA avec une sensibilité de 100%
pour une spécificité de 75%.*” En revanche, il réside un probléme de spécificité pour ces

C . g 480
marqueurs vis a vis d’autres pathologies neurodégénératives et notamment pour la DFT."™™ L

a
concentration intrathécale d’une enzyme participant a la voie amyloidogene, la B-secretase,
est augmentée chez les patients atteints par la MA ainsi que chez les patients présentant un
MCL*! L activité de cette enzyme est d’ailleurs liée au génotype de I’ApoE puisqu’elle est
plus élevée chez les patients présentant les alleles €4, ce qui présente un intérét
physiopathologique mais semble plus difficile a introduire en tant qu’outil diagnostique (lié
au génotypage) du fait de I’hétérogénéité des génotypes de I’ApoE et de la gestion
déontologique et éthique des analyses génétiques peu réalisées dans notre expérience

(prescriptions d’analyses inférieures a 5% sur 3500 prélévements de routines).

La concentration du neuropeptide anorexigéne « Cocaine and Amphetamine-Regulated
Transcript », exprimé dans les neurones hypothalamiques et intervenant au sein du systéme
dopaminergique, est significativement diminuée dans le LCR des patients atteints par la DCL
par rapport aux patients avec une MA ou encore aux sujets controles.*™ Cette diminution est
directement liée a I’atteinte du systéme dopaminergique observée dans la DCL. Enfin, des

protéines du cytosquelette, matérialisant 1’architecture intracellulaire, sont aussi libérées lors
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de la mort cellulaire due aux Iésions cérébrales dans les pathologies neurodégénératives. Ainsi
une augmentation de la concentration des neurofilaments dans le LCR a été rapportée dans la

484

DFT par rapport a la MA débutante,” permettant potentiellement de différencier les

présentations frontales de la MA des DFT.

2.2 Dans le cadre d’une MCJ

2.2.1 Protéine 14.3.3

La protéine 14.3.3 est présente dans un grand nombre de tissus (cerveau, foie, coeur et
testicules notamment) avec 7 isoformes dont 5 neuronales. Elle est impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire, la transduction du signal, la protection de la cellule contre
I’apoptose en régulant les kinases et les phosphatases.*® Sa mise en évidence dans le LCR
semble liée a une lyse neuronale et signer une maladie agressive, ¢’est pourquoi on la retrouve
au cours d’une MCJ. Cependant, et du fait de la localisation préalablement décrite, cette
protéine n’est pas spécifique de la MCJ puisqu’on la retrouve de fagon quasi-systématique au
cours d’encéphalite herpétique, d’ischémie cérébrale, de lymphome malin non Hodgkinien et
de fagon moins systématique lors de syndrome paranéoplasique, d’encéphalopathies
métaboliques, d’encéphalites d’Hashimoto ou d’autres démences neurodégénératives de

formes agressives ou rapidement évolutives.******

Néanmoins, seule la recherche de la protéine 14-3-3 dans le LCR fait partie des criteres
diagnostic internationaux. De fait, un cas de MCJ possible deviendra probable en cas de
14.3.3 positive dans le LCR."* 1 convient de noter que dans certains cas la recherche de la
protéine 14.3.3 dans le LCR peut s’avérer négative lors des stades initiaux de la maladie. La
recherche de cette protéine dans le LCR de patients atteints par la MCJ reste a ce jour le
meilleur outil biologique a disposition pour le diagnostic des cas de MCJ sporadiques.”®’ La
spécificité de cette protéine dans la distinction de la MCJ par rapport aux autres démences est
supérieure 4 95%.**7 La sensibilité de cette aide diagnostic chez les patients atteints de MCJ
sporadiques montre une hétérogénéité en fonction du polymorphisme du codon 129. La
sensibilité de la protéine 14.3.3 serait plus faible pour les hétérozygotes M/V (77%) par
rapport aux homozygotes M/M (89%) et V/V (94%).>'° De plus, la concentration de cette

" Cf. Détection de la protéine 14-3-3 dans le LCR. Rapport de la Haute Autorité de Santé, janvier 2007. Dossier
téléchargeable sur www.has-sante.fr
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protéine dans le LCR serait moins grande lors d’une MCJ atypique et/ou d’évolution plus

lente.**°

En ce qui concerne les autres formes de MCJ, la sensibilité de la protéine 14.3.3 dans
le LCR s’avere trés variable et est généralement plus faible que pour les cas sporadiques. La
sensibilité¢ de cette protéine dans le LCR pour la détection d’'une MCJ pour I’ensemble des
formes génétiques a été évaluée a un peu plus de 75%."7 De facon plus détaillée, cette
sensibilité est de moins de 20% pour les IFF, 50% pour les GSS et atteint 90% pour les
mutations E200K. De méme, la sensibilité s’avére trés modeste dans les cas de vMCJ
puisqu’elle est de I"ordre de 40%.°®' Les formes iatrogénes quant a elles sont dépendantes de
I’origine de la contamination en ce qui concerne la sensibilité de la protéine 14.3.3 dans le
LCR dans la détection de cette pathologie. Ainsi elle s’¢léve a 77% en moyenne mais tout de
méme a plus de 85% dans les greffes de dure-mere avec seulement 70% de sensibilité pour les

formes lides a 1’administration d’hormone de croissance contaminée.*! 42

2.2.2 Autres marqueurs

D’autres marqueurs tels que I’isoforme neuronale spécifique de I’enolase et la protéine S1003
ont été étudiés. L’isoforme neuronale spécifique de I’enolase est une protéine impliquée dans
la glycolyse et on la retrouve au sein du LCR dans de nombreuses pathologies dont les
pathologies cérébro-vasculaires (ischémie cérébrales, hémorragie méningées) mais aussi les
traumatismes craniens ou encore les tumeurs cérébrales. Sa spécificité ainsi que sa sensibilité
été évalude a 85% dans les cas de MCJ sporadique.*™ La protéine S100p, protéine cytosolique
qui fixe le calcium et qu’on I’on retrouve dans les cellules gliales, est utilisée comme
marqueur pronostique aprés une ischémie cérébrale ou des traumatismes craniens mais aussi
comme marqueur tumoral.*””> Sa spécificité dans la MCJ est de 90% avec néanmoins une

sensibilité modeste de 65%.*
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PARTIE 1:
PERFORMANCE DIAGNOSTIQUE DES BIOMARQUEURS DU LCR POUR LE
DIAGNOSTIC DE LA MALADIE D’ALZHEIMER ET DES SYNDROMES

APPARENTES :

APPLICATION POUR L’IDENTIFICATION DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER
LORS DE PRESENTATIONS CLINIQUES FOCALES DE LA MALADIE.
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Du fait de certaines présentations cliniques atypiques et de formes inaugurales focales,'® la
MA reste difficile a diagnostiquer pour le clinicien. Le dosage des marqueurs dans le LCR
que sont les protéines T-tau et p-tau;g; ainsi que le peptide APa,, a permis une amélioration de
la précision du diagnostic étiologique.”*' Une augmentation intrathécale de la concentration
des protéines T-tau et p-tau;g; associé¢e a une diminution de la concentration du peptide AP4,
dans le LCR est classiquement retrouvée dans la MA. Ces modifications biologiques
observées dans le LCR des patients atteints par la MA sont en lien avec les 1ésions cérébrales
qui ont lieu dans cette pathologie: la formation des DNF ainsi que des PS constituées
respectivement de protéines tau hyperphosphorylées et de peptides AB. Le LCR est alors le
reflet de la neuropathologie et permet de présager de la pathologie sous-jacente du vivant du

patient.***

En fait, la concentration mesurée de peptide AP4, dans le LCR a été pendant longtemps
interprétée comme étant le témoin de la voie catabolique de ce peptide en occultant
I’importance de la voie anabolique. Comme pour tout marqueur biologique, cette
concentration est la résultante de la production et de 1’élimination. La production est lice a la
quantité totale de peptides AP produite cérébralement dans ce fluide biologique.*®® Une sous-
ou une sur- production de ce peptide peut aboutir a des erreurs d’interprétation de ces dosages
biologiques et pourrait expliquer certains profils biologiques atypiques retrouvés dans le cadre
d’un diagnostic biologique de MA.**’ Le dosage du peptide A4 dans le LCR permet
d’apprécier la quantité totale de peptides AP au sein de ce liquide et de reconsidérer certaines

atypies biologiques en lien avec la concentration intrathécale de 1’ AB4,.*”

Nous validerons dans cette partie I’intérét des dosages des biomarqueurs du LCR utilisés en
routine au sein du laboratoire de Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est de Lyon (T-
tau, p-tau;g; et APsy) dans le diagnostic de la MA. De plus, nous évaluerons 1’intérét
diagnostique du ratio AP4/APs pour le diagnostic différentiel de la MA. Enfin, nous
¢valuerons la performance diagnostique de ces biomarqueurs du LCR (T-tau, p-tau;s; et ratio
APB42/APaso) au cours de présentations focales couramment rencontrées dans les démences
dégénératives afin de déterminer plus précisément la pathologie sous-jacente responsable de

tels syndromes.
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1 PATIENTS ET METHODES

1.1 Sélection des patients

Les patients ont été diagnostiqués sur la base des criteres diagnostiques de consensus par des
neurologues dans les centres spécialisés avec des consultations mémoires. Pour la majorité
d’entre eux, ils ont un statut diagnostique de cas « probable ». Pour ceux qui présentaient un
statut de cas « possible », les résultats des marqueurs ne sont présentés qu’a titre illustratif.

Tous les patients ont recu une ¢évaluation neuropsychologique ainsi qu’un examen
neuroradiologique. Les patients atteints par une MA ont été diagnostiqués sur la base des
critéres diagnostiques de consensus de McKhann.!' Les patients atteints d’une DCL suivent
les critéres cliniques de MKeith,'® ceux atteints par une DFT suivent les critéres de Neary,*®
et ceux atteints d’une MCJ suivent les critéres internationaux du Réseau.'”® Les patients
atteints par une DCB et une PSP ont été¢ diagnostiqués sur la base de 1’examen clinique

neurologique ainsi que des examens paracliniques.

Tous les patients ont fait I’objet d’une ponction lombaire et les analyses biologiques du LCR
ont été réalisées dans le laboratoire de Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est (Centre

de Biologie et de Pathologie Est).

1.1.1 Patients pour I’évaluation de la performance du dosage des marqueurs du LCR

utilisés en routine

Pour I’évaluation des marqueurs du LCR de routine (T-tau, p-tau;g; et AP4) et 1I’établissement
des seuils de décision diagnostique (seuils), nous avons recruté 143 patients (60 h, 83 f)
atteints par une MA, 170 patients (75 h, 95 f) atteints par une autre démence
neurodégénérative (57 DCL, 76 DFT, 11 PSP, 13 DCB, 13 MCJ) constituant le groupe des
autres démences non-Alzheimer appelé « Autres démences » (OD) et 64 patients (31 h, 33 f)
sans processus neurodégénératif (ND) (épilepsies, syndromes psychiatriques tels que
dépression ou psychoses, méningo-encéphalites, démences d’origine alcoolique,
neuroborréliose de Lyme, polyradiculonévrite, hydrocéphalies chroniques de 1’adulte et

encéphalopathies vasculaires). Le recrutement de ces patients s’est effectué¢ au sein de

" Cf. Chapitre I — 5.1 Dégénérescence corticobasale, 5.2 Paralysie supranucléaire progressive
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différents centres spécialisés dans les consultations mémoires de Lyon, Dijon, Saint-Etienne,
Grenoble, Vienne, Montbéliard, Villefranche sur Sadne, Macon, Bourg en Bresse et Roanne
entre 2005 et 2010. Les patients ont été inclus au sein du Projet Hospitalier de Recherche
Clinique 2004 D50353 ainsi que du projet européen EU FP6 LSHB-CZ-2006-037719 contrat
N° 037719. L’étude a été approuvée par le comité d’éthique local (CPP) et tous les patients
ont été informé et ont signé un consentement éclairé (Annexe 5) ainsi qu’une notice

d’explication (Annexe 6).

1.1.2 Patients pour I’évaluation de la performance du dosage du peptide Af4 dans le

LCR et du ratio AP4,/AP4 associé aux protéines T-tau et p-tauyg;

La quantité de LCR disponible étant insuffisante pour la majorité des patients inclus dans la
population précédente, nous avons décidés de constituer une autre cohorte pour laquelle le
dosage de I’AP4 dans le LCR était envisageable et/ou disponible. Dans un cadre
diagnostique, 99 patients (47 h, 52 f) atteint d’'une MA ont été inclus pour I’évaluation de la
performance diagnostique du dosage du peptide AP4o et du calcul du ratio AB4/APs dans le
LCR. De plus, 29 patients (19 h, 10 f) atteints par une DCL, 40 patients (13 h, 27 f) atteints
par une DFT, 7 patients (4 h, 3 f) avec une PSP, 14 patients (4 h, 10 f) ayant une DCB, 3
patients (1 h, 2 f) atteints d’une MCJ et 49 patients ND (19 h, 30 f) ont été inclus pour cette
¢valuation. Les patients ont fait 1’objet d’un dosage du peptide AP4o dans le LCR suite a des

discordances biologiques dans les 3 biomarqueurs du LCR utilisés en routine.

1.1.3 Patients pour I’évaluation de la performance du dosage des marqueurs du LCR

lors de présentations focales de démences neurodégénératives

Un total de 272 patients a été sélectionné selon leurs troubles inauguraux : 124 syndromes
amnésiques, 68 syndromes frontaux, 34 syndromes aphasiques, 23 ACP, 16 syndromes
corticobasals (SCB) et 7 syndromes de paralysie supranucléaire progressive (SPSP). Tous les
patients ont bénéficié d’un suivi d’au moins 2 ans ayant permis de poser un diagnostic
étiologique de probabilité dans la majorité des cas ; 17 % des patients a présentation frontale
et 9% de ceux présentant un syndrome aphasique restent au statut de cas possible apres les 2

ans d’évaluation.
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1.1.3.1 Classification clinique

Les patients ont été sélectionnés et classés en fonction des troubles inaugurant la pathologie.
Nous avons dégagé 5 syndromes corticaux prédominants et correspondant a certaines formes
de présentations cliniques focales des démences neurodégénératives et nous y avons rajouté le

SPSP pouvant avoir des troubles cognitifs variés :

- Syndrome amnésique : déficit de la mémoire épisodique témoignant de Iésions au
niveau des régions temporales internes

- Syndrome frontal : troubles dysexécutifs associés a des troubles du comportement
(agressivité, désinhibition, persévérance notamment) témoignant de 1ésions dans le
lobe frontal

- Syndrome aphasique progressive primaire: troubles de la parole, de la fluence
verbale ainsi que de la compréhension dans certains cas. Ce syndrome a été divisé
en 3 sous syndromes : * aphasie primaire non fluente (APNF) dans lequel on
retrouve un déficit de la fluence verbale et un manque du mot ** aphasie
logopénique avec un manque du mot mais une fluence verbale conservée ***
démence sémantique qui se caractérise par une fluence verbale normale avec des
troubles de la compréhension et une perte des concepts

- Syndrome de Benson ou ACP : troubles visuels et visuo-spatiaux li€s a une atteinte
occipitale pouvant étre associée a une atteinte pariétale postérieure

- Syndrome corticobasal (SCB) : troubles praxiques ou dystoniques et syndrome
parkinsonien asymétrique ou unilatéral, liés & une atteinte pariétale et sous-
corticale

- Syndrome de PSP (SPSP) : paralysie supranucléaire et instabilité posturale associé

a des troubles cognitifs
1.1.3.2 Classification biologique
Le dosage des concentrations intrathécales des biomarqueurs (T-tau, p-tau;s;, AP et APao)
ont été effectués sur tous ces patients. Les ratios des concentrations des peptides AB4y/ APao

ont été calculés. Les patients ont ensuite ¢été classés en fonction des profils biologiques

observés et de 1’évolution de la maladie. Les seuils validés au sein du laboratoire de
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Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est et utilisés pour 1’identification biologique de

ces patients sont : T-tau > 350 pg/mL, p-tau;s; > 60 pg/mL, et ratio AP4z/AP4p < 0.05.

Nous avons dégagé 3 profils biologiques faisant intervenir les protéines T-tau et p-tau;g; et le
ratio APs/APs au sein desquels les patients seront classés par les biologistes du

laboratoire sans connaissance du diagnostic final clinique:

- MA biologique : T-tau > 350 pg/mL, p-tau;s; > 60 pg/mL et ratio ABss/AP4o < 0.05

- Biologie atypique : présence de 1 ou de 2 éléments pathologiques au sein des 3
marqueurs biologiques

- Biologie normale : T-tau < 350 pg/mL, p-tau;s; < 60 pg/mL et ratio APB4y/APaso >
0.05

1.2 Analvses biologiques du liquide céphalorachidien

1.2.1 Récolte des échantillons biologiques et conservation

Les LCR ont été obtenus par ponction lombaire entre la région L4/L5 ou L5/L6. Dix
millilitres de LCR ont été récupérés dans des tubes en polypropyléne (VWR, Pennsylvanie,
USA) puis centrifugés (10 min a 4000g) dans les 2 heures suivant la ponction lombaire. Le
surnageant est ensuite réparti en volume de 500 pl dans des tubes en polypropyléne puis
congelé a -80°C dans les 4 heures suivant la centrifugation pour une conservation jusqu’a
I’analyse biologique. Les LCR sont exclus de cette étude s’ils ne répondent pas a certains
criteres cytologiques et chimiques : pour cette étude, la numération de globules blancs doit
étre inférieure a 5 cellules/mm’, le taux d’érythrocytes inférieur a 2000 cellules/mm’ et la

protéinorachie inférieure a 1.5 g/L.
1.2.2 Dosage des biomarqueurs du liquide céphalorachidien

Les concentrations intrathécales des protéines T-tau, p-tau;g; et des peptides AP4y et APso ont
¢té déterminées grace a I’utilisation de kits ELISA commerciaux (INNOTEST htau-Ag,
INNOTEST Phospho-Tauggi), INNOTEST B-amyloid,;-42), Innogenetics®, Ghent, Belgique et
Human Amyloid B (1-40) (N) Assay Kit, IBL, Hamburg, Allemagne) en suivant les

procédures techniques fournis dans les kits. Tous les dosages ont été réalisés en double et
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chaque série de dosages comprenait un contrdle qualité provenant d’un pool de LCR avec des
concentrations connues de T-tau (550 + 45 pg/mL), p-tau;s; (60 + 3.3 pg/mL), AP, (500 + 47
pg/mL) et A4 (10000 + 1208 pg/mL). Pour un échantillon présentant un écart type a la
moyenne du duplicat supérieur a 10% et/ou présentant une concentration hors gamme de
linéarité, celui-ci était dosé une deuxieme fois. Les ratios des concentrations des peptides

AP42/ A4 ainsi que des concentrations des protéines T-tau/p-tau;g; ont été calculés.

1.3 Analyses statistiques

Une analyse de variance a 1 facteur (ANOVA 1) a été effectuée afin de comparer 1’age des
groupes de patients. Un test Chi® a permis de comparer la proportion d’hommes et de femmes
dans les différents groupes. Les MMS des patients ont ét¢ comparés par le test de Kruskall-
Wallis puis de Mann-Whitney, tests utilisés par ailleurs pour comparer les concentrations des
biomarqueurs entre les différents groupes de patients. L’apport de ces biomarqueurs pour le
diagnostic différentiel a ensuite été évalué grace aux courbes ROC. Ces analyses statistiques
ont été réalisées a 1’aide du logiciel Medcalc software (Medcalc®, V11.1.1.0). La valeur

définissant la significativité statistique est p<0.05.

2 RESULTATS

2.1 Evaluation de la performance du dosage des biomarqueurs du LCR utilisés en

routine pour le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer : T-tau, p-tau;g; et AB4,

Aucune différence d’age (p = 0.06) ou de répartition de sexe (p = 0.91) n’a été observée entre
les différents groupes de patients étudiés (tableau 6). En utilisant le test de Kruskall-Wallis
nous avons observé des différences significatives des scores des MMS entre différents
groupes : les MA sont plus bas chez les patients atteints par la MA par rapport aux patients

ND, avec une OD, une DCL ou une DFT (p<0.05).
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Tableau 6. Moyennes des MMS et des concentrations des protéines T-tau, p-tau;g; et du
peptide AP4s, dans le LCR selon les différents groupes de patients. MA : maladie
d’Alzheimer ; OD : autres démences non Alzheimer ; ND : non dégénératif ; DCL : démence a corps
de Lewy; DFT: démence frontotemporale; PSP : paralysie supranucléaire progressive; DCB :

dégénérescence corticobasale ; MCJ ; maladie de Creutzfeldt-Jakob.

Sexe (F/M) Age MMS (;ém) ‘(’QE,*T)‘ : Qg?:il)
MA 83/60 601291 186254 779+537  103+44 338+ 164
oD 95/75 685+101 209+58 8162634 50422 526 + 236
ND 33/31  652+131 182+50 254+253 37414 584 + 220
DCL 32/25 683+100 208+51 276£152 4919 468 + 212
DFT 45/31  647+102 214+64 309£250 A7 +24 546 + 266
PSP 6/5  67.8:+113 175+37 232459 38+ 8 721+ 188
DCB 7/6  691+107 209+68 415£288 594 31 459 + 162
MCJ 5/8 663+86 200+£47 7007+7182 5822 523 + 186

2.1.1 Présentation des résultats globaux

Les patients MA ont des concentrations intrathécales de protéines T-tau et p-tau;s;
significativement plus élevées que les patients des groupes OD et ND (p < 0.0001) (figure
21). En revanche, bien que les concentrations des protéines T-tau et p-tau;s; soient plus
¢levées dans le groupe OD par rapport aux patients du groupe ND (p < 0.01), il existe un
chevauchement important des valeurs entre ces deux groupes. La concentration du peptide
AB4y est significativement plus basse chez les patients souffrant d’'une MA que chez les
patients appartenant aux deux autres groupes, OD et ND (p < 0.0l et p < 0.0001
respectivement). Il n’a pas été observé de différence statistique dans la concentration
intrathécale de ce peptide entre les patients atteints par une autre démence et les patients sans

processus dégénératif.

A D’aide de la construction des courbes ROC, le dosage de la p-tau;g; dans le LCR présente le
meilleur pouvoir discriminant pour le diagnostic différentiel de la MA par rapport aux ND
ainsi qu’aux OD (figure 22). Le dosage du peptide A4, dans le LCR dispose quant a lui d’un

pouvoir plus restreint par rapport a la T-tau et la p-tau;s;.
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Figure 21. Comparaison des concentrations des protéines T-tau, p-tau;s; et du peptide
APB4; dans le LCR entre les patients souffrant d’une maladie d’Alzheimer, ceux atteints
par une autre démence et les patients sans processus dégénératif. Boites a moustaches
montrant les concentrations (médianes et percentiles) dans le LCR des 3 biomarqueurs utilisés en
routine. MA : maladie d’Alzheimer ; OD : démences non Alzheimer ; ND : non dégénératifs ; *** : p

<0.0001 ; **:p<0.01.
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Figure 22. Courbes ROC des 3 biomarqueurs du LCR dans le diagnostic différentiel de
la maladie d’Alzheimer par rapport aux atteintes neurologiques non dégénératives et
aux autres démences neurodégénératives. MA : maladie d’Alzheimer ; ND : non dégénératif ;

OD : autres démences neurodégénératives ; Tau : T-tau ; P-Tau : p-tau;g; ; Abeta 1-42 : Afy,.

2.1.2 Présentation des résultats dans un contexte de diagnostic différentiel

Les concentrations de la T-tau dans le LCR des patients atteints par une MCJ sont
significativement plus ¢élevées (p < 0.0001) que dans toutes les pathologies
neurodégénératives étudiées, atteignant des taux monstrueux (tableau 6). Elles sont également
significativement augmentées dans le LCR des patients atteints par une MA par rapport aux
patients atteints par une DCL, une DFT, une DCB et une PSP (p < 0.0001). En revanche, il
n’a pas été observé de différence dans les concentrations de la T-tau chez les différents

groupes de patients atteints de DCL, DFT, DCB et PSP.

La concentration de la p-tau;g; dans le LCR est significativement augmentée dans la MA par
rapport a toutes les pathologies neurodégénératives étudiées : par rapport a la DCL, la DFT et
la PSP (p < 0.0001) et par rapport a la MCJ et la DCB (p < 0.01) (figure 23). Cette
concentration est aussi significativement augmentée dans la DCL et la MCJ par rapport aux
patients ND (p < 0.0001) (données non montrées) et atteints par une PSP (p < 0.05) mais le
chevauchement des valeurs est important entre ces deux populations (figure 23). Il n’a pas été

retrouvé de différence dans la concentration intrathécale de la p-tau;s; entre les DCB, DFT et
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PSP. Enfin, méme si nous avons trouvé des concentrations en p-tau;g; dans le LCR

significativement plus élevées chez les patients ayant une DFT que les patients ND (p < 0.05),

un important chevauchement des valeurs est constaté entre les 2 groupes (tableau 6).
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Figure 23. Comparaison des concentrations des protéines T-tau, p-tau;s; et du peptide

ApP4; dans le LCR dans les différentes démences neurodégénératives. Boites a moustaches
montrant les concentrations (médianes et percentiles) dans le LCR des 3 biomarqueurs utilisés en
routine. MA : maladie d’Alzheimer; DCL: démence a corps de Lewy; DFT: démence
frontotemporale ; PSP : paralysie supranucléaire progressive ; DCB : dégénérescence corticobasale ;

MCIJ ; maladie de Creutzfeldt-Jakob ; *** : p <0.0001 ; ** : p<0.01 ; * : p <0.05.

Bien que la concentration du peptide APs, dans le LCR soit retrouvée significativement
diminuée dans la MA par rapport aux groupes DCL (p < 0.0001), DFT (p < 0.0001), DCB (p
<0.01), MCJ (p <0.01) et PSP (p < 0.0001), il existe un chevauchement des valeurs pouvant
étre important selon les groupes sauf entre MA et PSP (figure 23). Enfin, a titre indicatif, les
patients avec une DCL et une DCB ont une concentration d’AB4, dans le LCR diminuée par

rapport aux patients ND (p < 0.01 ; p <0.05) (tableau 6).
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Figure 24. Courbes ROC des 3 biomarqueurs du LCR dans le diagnostic différentiel de

la maladie d’Alzheimer par rapport a toutes les démences neurodégénératives étudiées.
MA : maladie d’Alzheimer; DCL : démence a corps de Lewy; DFT : démence frontotemporale ;
DCB : dégénérescence corticobasale ; MCJ; maladie de Creutzfeldt-Jakob ; PSP : paralysie

supranucléaire progressive ; Tau : T-tau ; P-Tau : p-taug; ; Abeta 1-42 : APy,.

En utilisant une analyse ROC, le dosage des T-tau et des p-tau;s; dans le LCR présentent des
pouvoirs discriminants sensiblement équivalents pour discriminer une MA d’une DCL, alors
que le dosage du peptide AP4, dans ce fluide biologique ne permet pas d’obtenir un diagnostic
différentiel intéressant avec des sensibilités et spécificités ne dépassant pas 70% (figure 24).
Dans la distinction d’'une MA et d’une DFT, le dosage de la p-tau;s; dans le LCR a le meilleur
pouvoir discriminant par rapport a la T-tau et au peptide AP4,. Le diagnostic différentiel de la
MA et de la DCB ne semble pas étre amélioré par les biomarqueurs du LCR avec des
pouvoirs discriminatifs faibles pour les 3 marqueurs. En ce qui concerne la MA et la MCJ, les
dosages de la T-tau et I’utilisation du ratio T-tau/p-tau;g; ont un excellent pouvoir
discriminant entre ces deux pathologies. Enfin, les 3 biomarqueurs du LCR ont un excellent

pouvoir discriminant pour distinguer la MA de la PSP.

125



Tableau 7. Détermination des seuils optimaux des concentrations des 3 biomarqueurs
pour le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer. MA : maladie d’Alzheimer ; ND :
dégénératif ; OD : autres démences non Alzheimer ; DCL : démence a corps de Lewy ; DFT : démence
frontotemporale ; PSP : paralysie supranucléaire progressive ; DCB : dégénérescence corticobasale ;
MCIJ ; maladie de Creutzfeldt-Jakob ; Se : sensibilité ; Sp : spécificité ; AUC : aire sous la courbe ; > :

supérieure ; <= inférieure ou égale.

T-tau p-taumq Aﬁqz Ratio T-tau.’p-tamm
Cut-off Se Sp AUC Cut-off Se Sp AUC Cut-off Se Sp AUC Cut-off Se Sp AUC
MA vs ND >319 92,3 84.4 0,919 =55 951 938 0974 <=498 93,7 656 0,856
MAvs QD >352 89,5 753 0,833 >63 86 82,4 0906 <=482 90,2 529 0,761
MAvs DCL >359 88,8 86 0,918 =63 86 87,7 0918 <=455 88,1 509 0,711
MAvs DFT =378 88,1 82,9 0,884 >63 86 829 0915 <=455 881 632 0765
MAvs PSP >324 91,6 100 0,978 >51 98.6 100 0,991 <=443 853 100 0,959
MAvs DCB >305 92,3 61,5 0,77 =56 951 615 0,796 <=333 615 846 0755
MAvs MCJ  <=1667 95,8 84,6 0,892 >85 57.3 100 0,836 <=443 853 769 0,792 <=10.1 951 100 0,996

Les courbes ROC permettent de déterminer le seuil de concentration donnant les meilleures
sensibilités et spécificités pour chaque biomarqueur du LCR (tableau 7). Pour différencier les
patients atteints par une MA de ceux sans processus dégénératif, la sensibilité et la spécificité
sont de 92% et 84% respectivement pour des concentrations intrathécales en T-tau supérieures
a 319 pg/mL, de plus de 90 % pour des valeurs de p-tau;g; dans le LCR supérieures a 55
pg/mL. En revanche en ce qui concerne le peptide A4, il n’existe aucun seuil correct
(sensibilité et spécificité supérieures a 80 %) permettant cette discrimination entre une
population MA et la population non neurodégénérative ; en privilégiant la sensibilité (93%),

on aboutit a un seuil de 498 pg/mL avec une spécificité de 65%.

En ce qui concerne la distinction de la MA et des autres démences non Alzheimer, 1’efficacité
diagnostique de la p-tau;g; surpasse celle des deux autres biomarqueurs avec une sensibilité de
86% et une spécificité de 82% au seuil de 63 pg/mL. Pour les deux autres marqueurs, il
n’existe pas de valeur seuil permettant d’obtenir une spécificité suffisante, surtout en ce qui

concerne le peptide A4, (tableau 7).

Le dosage des protéines T-tau et p-tau;g; dans le LCR permet de distinguer une MA d’une
DCL avec des sensibilités de 88% et 86% et des spécificités de 86% et 87% a des seuils de
359 pg/mL et 63 pg/mL respectivement. En revanche, il n’existe pas de seuil pour le peptide
AB4, permettant d’avoir une spécificité supérieure a 50% pour distinguer ces deux pathologies

(tableau 7).
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De méme, on obtient des résultats comparables en terme de sensibilité et de spécificité pour la
distinction de la MA et de la DFT aux seuils de 378 pg/mL pour la T-tau, 86 pg/mL pour la p-
tau;s; alors que pour I’A4, il n’existe pas non plus de valeur seuil permettant d’obtenir une

spécificité supérieure a 60 %.

Les 3 biomarqueurs du LCR obtiennent de trés bonnes sensibilités et excellentes spécificités
pour distinguer une MA d’une PSP a des seuils de 324 pg/mL pour la T-tau (Se: 91% ; Sp :
100%), 51 pg/mL pour la p-tau;s; (Se: 98% ; Sp: 100%) et 443 pg/mL pour I’AP4, (Se:
85% ; Sp : 100%).

Enfin, si le dosage de la T-tau permet d’orienter vers une MCJ plutét quune MA avec une
sensibilité de 95% et une spécificité de 84% au seuil de 1667 pg/mL, une valeur seuil de 10.1,
du ratio des concentrations T-tau/p-tau;g; permet avec une trés bonne sensibilité de 95% et

une excellente spécificité de 100% de distinguer une MCJ d’une MA (tableau 7).

Ces résultats permettent d’identifier les seuils les plus performants pour le diagnostic
différentiel de la MA : T-tau > 350 pg/mL, p-tau;g; > 60 pg/mL. Pour le peptide A4y, une
valeur seuil AB4< 500 pg/mL a été choisie d’une part sur la base de ces données et d’autre
part en fonction de la littérature. L’association des 3 biomarqueurs de LCR (T-tau, p-tau;s; et
APBs2) a ces seuils permet une amélioration de la spécificité dans tous les diagnostics
différentiels de la MA mis a part pour les DCB (tableau 8), pathologie pour laquelle la
spécificité était de 84% pour I’ A4, dans la distinction de la MA (tableau 7).

Tableau 8. Apport des 3 biomarqueurs du LCR pour le diagnostic différentiel de la
maladie d’Alzheimer. MA : maladie d’Alzheimer ; ND : dégénératif ; OD : autres démences non
Alzheimer ; DCL : démence a corps de Lewy; DFT : démence frontotemporale ; PSP : paralysie
supranucléaire progressive ; DCB : dégénérescence corticobasale ; MCJ ; maladie de Creutzfeldt-

Jakob ; Se : sensibilité ; Sp : spécificité.

Se Sp
MA vs ND 81.1 100
MA vs GD 81.1 86.5
MA vs DCL 81.1 87.7
MA vs DFT 81.1 88.2
MA vs PSP 81.1 100
MA vs DCB 81.1 61.5
MA vs MCJ 81.1 24.6
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Au final, avec une sensibilité de plus de 80%, 1’utilisation des 3 biomarqueurs du LCR permet
d’améliorer le diagnostic différentiel de la MA avec d’excellentes spécificités pour distinguer
la MA des ND (Sp: 100%) ou de la PSP (Sp: 100%) et de trés bonnes spécificités pour
distinguer la MA de la DCL (Sp : 87%), de la DFT (Sp : 88%) ou encore de la MCJ (Sp :
84%) (Tableau 8).

2.2 Evaluation de la performance du dosage du peptide AB4o dans le LCR et du ratio

AB4>/AB4o_associés aux protéines T-tau et p-tau;s; pour le diagnostic différentiel de la

maladie d’Alzheimer

Aucune différence d’age (p = 0.28) ou de répartition de sexe (p = 0.18) n’a été observée entre
ces différents groupes. De méme, aucune différences du score du MMS n’a été observé entre

ces différents groupes de patients (p = 0.09).

Tableau 9. Moyenne des ages, scores du MMS et concentrations des biomarqueurs du
LCR avec le ratio AP42/AP4 obtenus selon les différents groupes de patients étudiés.
MA : maladie d’Alzheimer ; OD : autres démences non Alzheimer ; ND : non dégénératif; DCL :
démence a corps de Lewy; DFT: démence frontotemporale; PSP : paralysie supranucléaire

progressive ; DCB : dégénérescence corticobasale ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob.

T-tau -tau A A .

Sexe (F/M)  Age MMS (pg/mi) F{’pg/r;“l; (pg%;l] {pgﬁj;” Ratio A4/ ABao
MA 52/47 68,3+11,9 20,154 759%381 106+37 381+173 14045%6365 0,030 0,011
oD 57/46 69,0£10,2 22,6+4,5 421+778 5323 5734253 107865040 0,060 + 0,030
ND 30/19 67,9+12,8 22,149 188%65 3710 5094251 7501+4147 0,072 +0,020
DCL 10/19  72,8+9,4 22,3+4,6 339+145 58%23 543+186 12219+4062 0,049 +0,024
DFT 27/13  66,9+11,7 22,0+46 271+139 4820 575+235 9298%4205 0,071+ 0,035
PSP 3/4  684+64 254+53 194+102 36+13 692+274 1025844319 0,069 0,015
DCB 10/4  69,5+7,3 241+29 3114151 58+19 588+348 12150%8169 0,054 + 0,031
MCJ 2/1  57,4%56 19471 4704%1211 100+24 855:87 140412084 0,062 0,009
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Figure 25. Comparaison des concentrations des peptides Af4; et AB4 dans le LCR ainsi
que du ratio AP4/AP4o entre les patients atteints par une maladie d’Alzheimer et ceux
atteints par une autre démence. Boites a moustaches montrant les concentrations (médianes et
percentiles) dans le LCR des peptides APs, et APy et des ratios APsy/APgp. MA : maladie
d’Alzheimer; DCL: démence a corps de Lewy; DFT: démence frontotemporale; DCB:

dégénérescence corticobasale ; MCJ ; maladie de Creutzfeldt-Jakob ; PSP : paralysie supranucléaire

progressive ; *** : p <(0.0001 ; ** : p <0.01.

Une augmentation de la concentration du peptide A4 a été observée dans la MA par rapport
aux OD (p < 0.01) et ND (p < 0.0001) (Figure 25). Le ratio AB42/AP4o est plus bas chez les
patients atteints par la MA que chez les patients ND (p < 0.0001) et OD (p < 0.0001). De plus,

ce ratio est Iégerement diminué chez les patients OD par rapport aux ND (p < 0.01).
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Figure 26. Comparaison des concentrations des peptides AP4; et AB4 dans le LCR ainsi
que du ratio APs/AB4o entre les patients atteints par une MA et ceux atteints par une
autre démence. Boites a moustaches montrant les concentrations médianes dans le LCR des
peptides AP4, et APy et des ratios AP4/ABs. MA : maladie d’Alzheimer ; OD : autres démences non
Alzheimer ; ND : non dégénératifs ; *** : p <0.0001 ; ** : p <0.01.

Il n’a pas été retrouvé de différence dans la concentration du peptide AP4o dans le LCR entre
MA, DCL, MCJ, DCB et PSP. En revanche, malgré une augmentation significative de ce
peptide dans la MA par rapport a la DFT (p < 0.0001) ou encore dans la DCL par rapport a la
DFT (p < 0.01), il existe un chevauchement important des valeurs entre les groupes de

patients. (figure 26).

Le ratio AP4/AP4o est significativement diminué dans la MA par rapport a la DCL (p <
0.0001), la DFT (p < 0.0001), la MCJ (p < 0.01), la DCB (p < 0.01) et la PSP (p < 0.0001)
(figure 26). Ce ratio est aussi plus bas dans la DCL par rapport a la DFT (p < 0.01), la PSP (p
< 0.01) et les ND (p < 0.0001). Il n’a pas été observé d’autre différence significative dans le
ratio AP/ APao.
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En utilisant les courbes ROC, les protéines T-tau et p-tau;s; dans le LCR ont le meilleur
pouvoir discriminant pour le diagnostic différentiel de la MA par rapport aux ND et OD
(figure 27), confirmant ainsi les résultats de la premiére étude. En revanche le ratio AP4,/APao
permet d’améliorer considérablement le pouvoir diagnostic des peptides AP4, et AP4o dans le
LCR. Ce ratio obtient des sensibilités et spécificités se rapprochant le plus de celles obtenues

avec les protéines T-tau et p-taug.
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Figure 27. Courbes ROC des T-tau, p-tau;g;, AP4; et AB4o dans le LCR ainsi que du ratio
AP42/AP4 dans le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer par rapport aux
atteintes neurologiques non dégénérative et aux autres démences neurodégénératives.

MA : maladie d’Alzheimer ; ND : non dégénératif ; OD : autres démences neurodégénératives ; Tau :

T-tau ; P-Tau : p-taug; ; Abeta 1-42 : AB,,; Abeta 1-40 : APy ; Ratio Abeta 42/40 : ratio AB4/APao.

Le ratio AB42/APs permet de distinguer une MA d’une DFT ou il présente des résultats en
sensibilité et spécificité équivalentes aux protéines T-tau et p-tau,g; et il permet de distinguer
une MA d’une PSP et enfin de distinguer une MA d’une MCJ. En revanche, le ratio
APB42/APgo n’est pas spécifique dans la discrimination d’'une MA et d’une DCL ni d’une MA
et d’'une DCB (figure 28).
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Figure 28. Courbes ROC des T-tau, p-tau;g;, AB4 et AP4 dans le LCR ainsi que du ratio
AP42/AP4o dans le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer par rapport a toutes
les démences neurodégénératives étudiées. MA : maladie d’Alzheimer ; DCL : démence a corps
de Lewy ; DFT : démence frontotemporale ; DCB : dégénérescence corticobasale ; MCJ ; maladie de

Creutzfeldt-Jakob ; PSP : paralysie supranucléaire progressive ; Tau : T-tau ; P-Tau : p-taug; ; Abeta

1-42 : AB4,; Abeta 1-40 : AB4o; Ratio Abeta 42/40 : ratio AP/ APao.

Le ratio APs2/APso permet avec un seuil de 0.05 de distinguer les patients MA des patients
ND avec une excellente sensibilité de 98% et une spécificité de 89.8% (tableau 10).
Cependant, la spécificité de ce ratio avec un seuil de 0.05 est de 60.2% dans la distinction de
la MA et des OD. La discrimination de la MA et de la DFT est nettement améliorée par le
ratio AP4y/APso comparativement au peptide A4, seul avec une sensibilité de 92 % et une
spécificité de 85% avec un seuil de 0.046. De méme, la distinction de la MA et de la PSP est
aussi améliorée par ce ratio avec une excellente sensibilité¢ de 99% et une spécificité de 100%
au seuil de 0.054. En revanche, nous n’avons pas trouvé de seuil permettant une spécificité
supérieure a 50 % pour distinguer un patient MA d’un patient DCB ou un patient DCL malgré

des sensibilités élevées (99 % et 92 % respectivement a un seuil de 0.056).
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Tableau 10. Meilleurs seuils des concentrations des peptides A4, et APy dans le LCR
ainsi que du ratio AP4/AP4 pour le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer.
MA : maladie d’Alzheimer; ND: dégénératif; OD : autres démences non Alzheimer; DCL :
démence a corps de Lewy; DFT: démence frontotemporale; PSP : paralysie supranucléaire
progressive ; DCB : dégénérescence corticobasale; MCJ; maladie de Creutzfeldt-Jakob; Se:

sensibilité ; Sp : spécificité ; AUC : aire sous la courbe ; > : supérieure ; < =" inférieure ou égale.

ABaz ABao Ratio ABsa/ABag

Cut-off Se Sp AUC Cut-off Se Sp AUC Cut-off Se Sp AUC
MA vs ND <=479 859 49 0,652 >10038 67,7 79,6 0,818 <=0,05 93 89,8 0,963
MA vs OD <=476 84,8 63,1 0,736 >14152 40,4 81,6 0,647 <=0,05 98 60,2 0,86
MA vs DCL <=464 81,8 655 0,781 >15097 354 862 0,551 <=0,0457 91,9 51,7 0,786
MA vs DFT <=497 86,9 65 0,758 >12436 51,5 80 0,724 <=0,0457 91,9 85 0,937
MA vs PSP <=479 859 857 0,853 >11486 59,6 71,4 0,675 <=0,0541 99 100 0,996
MAvsDCB  <=476 84,8 64,3 0,633 >11759 56,6 78,6 0,637 <=0,0559 99 50 0,744
MA vs MCJ <=768 96 100 0,97 <11426 44 100 0,576 <=0,05 98 100 0,993

Ces résultats permettent de proposer le seuil le plus performant pour le ratio AB4/AP4o lors du
diagnostic différentiel de la MA : AB4/AB4o < 0.05. Nous conservons les seuils déterminés
plus haut pour les marqueurs utilisés en routine : T-tau > 350 pg/mL, p-tau;g; > 60 pg/mL et

A4 <500 pg/mL.

L’utilisation du ratio APs/APs augmente considérablement le pouvoir du diagnostic
biologique dans cette population avec une sensibilité de 96% dans la distinction de la MA des
autres démences neurodégénératives ainsi que des pathologies ND (tableau 11). La spécificité
de cette association de marqueurs biologiques dans la distinction de la MA et des ND, de la
PSP ou encore de la MCJ est de 100%. Cette association obtient une spécificité de 88.3%
dans la distinction de la MA et des OD. De méme elle permet des spécificités de 82.8%,
92.5% et 85.7% pour la discrimination de la MA de pathologies comme la DCL, la DFT et la

DCB respectivement.
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Tableau 11. Performance diagnostique de I’association des protéines T-tau, p-taus; et
du ratio AB42/AP4o pour le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer. MA : maladie
d’Alzheimer ; ND : dégénératif ; OD : autres démences non Alzheimer ; DCL : démence a corps de
Lewy; DFT: démence frontotemporale; PSP : paralysie supranucléaire progressive; DCB:

dégénérescence corticobasale ; MCJ ; maladie de Creutzfeldt-Jakob ; Se : sensibilité ; Sp : spécificité.

Association de
T-tau, p-tau, sy, ratio AR/ AR,

e sp
1A ws ND o] 100
MA vs OD S5 £33
MAws DCL 95 82,8
P& ws DFT a6 2.5
WA ws PSP 26 100
MA vs DCB o5 85,7
MW we MCI &1 100

2.3 Evaluation de la performance du dosage des biomarqueurs du LCR lors de

présentations cliniques focales de démences neurodégénératives

L’évolution de la performance diagnostique est présentée par syndromes cliniques sur la
population de 272 patients décrite précédemment et sélectionnée en fonction de leurs troubles

. *
mauguraux.

2.3.1 Syndrome Amnésique

Les patients présentant un syndrome amnésique ont été cliniquement diagnostiqués atteints
d’une MA probable dans 75% des cas et d’'une MA possible dans 8% des cas (figure 29).
Neuf pour cents des patients ayant ce syndrome ont été diagnostiqués ND et 1% des patients
amnésiques ont été étiquetés comme atteints d’une démence vasculaire ou d’une MCJ. On
retrouve 67% de ces patients amnésiques avec une biologie du LCR compatible avec une MA
et 23% avec une biologie atypique. Enfin, 10 % de ces patients ont une biologie du LCR

normale.

" Cf. 1.1.3 Patients pour I’évaluation de la performance du dosage des marqueurs du LCR lors de
présentations focales de démences neurodégénératives au sein de cette partie.
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Figure 29. Distributions des diagnostics cliniques et biologiques des patients présentant
un syndrome amnésique. MA : maladie d’Alzheimer; MCI: trouble cognitif 1éger; DCL :

démence a corps de Lewy ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob ; LCR : liquide céphalorachidien.
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Figure 30. Répartition des diagnostics cliniques des patients amnésiques avec une
biologie du LCR normale (A), typique de la maladie d’Alzheimer (B) ou atypique (C).
ND : non dégénératif ; MA : maladie d’ Alzheimer ; MCI : troubles cognitifs 1égers ; DCL : démence a
corps de Lewy ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob.

En ce qui concerne les diagnostics cliniques corrélés aux 3 statuts biologiques, nous
constatons que 88% des patients avec une biologie du LCR typique de la MA ont été
diagnostiqués atteints par une MA probable et 10% par une MA possible (figure 30 B). Les

patients avec une biologie du LCR normale sont une majorité (10 patients sur 13) a avoir eu
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un diagnostic de pathologie ND (figure 30 A). Les patients avec une biologie atypique quant a
eux restent une majorité a avoir eu un diagnostic de MA avec 78% de MA probables et

possibles (figure 30 C).

2.3.2 Syndrome frontal

Le diagnostic des patients présentant un syndrome frontal est une MA probable dans 31% des
cas et une MA possible dans 4% des cas (figure 31). De méme, 32% de ces patients avec un
syndrome frontal ont été diagnostiqués souffrant d’'une DFT probable et 13% d’une DFT
possible. Le diagnostic d’une pathologie mixte DFT-SLA a été porté dans 9% des cas et 4%
sont atteints d’une DCL. On retrouve une MA biologique dans 31% des cas et 44% des
patients frontaux ont une biologie du LCR atypique. De plus, 25% des patients avec ce

syndrome ont une biologie du LCR normale.
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Figure 31. Distributions des diagnostics cliniques et biologiques des patients présentant
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un syndrome frontal. MA : maladie d’Alzheimer ; DFT : démence frontotemporale ; DFT-SLA :
démence frontotemporale associée a une sclérose latérale amyotrophique; PSP : paralysie

surpanucléaire progressive ; DCL : démence a corps de Lewy ; LCR : liquide céphalorachidien.

D’un point de vu clinique, les patients diagnostiqués comme souffrant d’une DFT probable
ont majoritairement une biologie du LCR atypique (14 patients sur 28) ou normale (12
patients sur 28) (figure 32). De plus les patients diagnostiqués atteint d’'une MA ont une
biologie du LCR typique de la MA chez 19 patients sur 21.
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Figure 32. Confrontation des diagnostics cliniques et biologiques chez les patients

présentant un syndrome frontal. MA : maladie d’Alzheimer ; DFT : démence frontotemporale ;

DCL : démence a corps de Lewy ; ND : non dégénératif ; PSP : paralysie supranucléaire progressive.
2.3.3 Syndrome aphasique

Les patients présentant une aphasie ont été diagnostiqués cliniquement comme atteints par
une MA probable dans la moitié des cas et par une MA possible dans 6% des cas (figure 33).
Trente cinq pour cents des patients avec un syndrome aphasique ont ¢été diagnostiqués atteints
par une DLFT. De plus, 3% des patients aphasiques ont une DCL possible, une démence

vasculaire ou n’ont pas de processus dégénératifs.

Au sein des syndromes aphasiques on retrouve une majorité de patients atteints par une APP
(76%), les démences sémantiques et aphasies logopéniques représentant 15% et 9%
respectivement (figure 34). Les patients avec une APP ont une biologie du LCR compatible
avec la MA dans 50% des cas et des marqueurs du LCR atypiques dans 38% des cas. Une
biologie normale est retrouvée dans 12% des cas. Quatre patients sur les 5 présentant une
démence sémantique ont une biologie typique de la MA et 1 patient a des marqueurs du LCR
normaux. En ce qui concerne les aphasies logopéniques, 1 patient a les marqueurs du LCR
positifs pour la MA, 1 patient a une biologie atypique et 1 patient ne présente pas d’anomalie

biologique des marqueurs du LCR.
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Figure 33. Distributions des diagnostics cliniques et biologiques des patients présentant
une aphasie primaire progressive. MA : maladie d’Alzheimer ; DLFT : dégénérescence lobaire

frontotemporale ; DCL : démence a corps de Lewy ; LCR : liquide céphalorachidien.
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Figure 34. Répartition des profils biologiques au sein des différentes populations
aphasiques. MA : maladie d’Alzheimer; APP: aphasie primaire progressive ; Logopénique :

aphasie logopénique ; APNF : aphasie progressive non fluente ; Sémantique : démence sémantique.
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Figure 35. Confrontation des diagnostics cliniques et biologiques chez les patients
présentant un syndrome aphasique. DLFT : dégénérescence lobaire frontotemporale ; MA :

maladie d’Alzheimer ; ND : non dégénératif.

Une biologie du LCR typique de la MA est retrouvée pour 16 patients sur 18 diagnostiqués
atteints par une MA probable. (figure 35). De plus, une majorité des patients diagnostiqués

souffrant d’une DLFT sont retrouvés atypiques pour les biomarqueurs du LCR.

2.3.4 Syndrome corticobasal

Le diagnostic de DCB a été porté chez 63% des patients présentant un SCB et 37% ont été
diagnostiqués atteints de MA (figure 36). On retrouve 37% des patients avec un SCB ayant
une biologie du LCR typique de la MA et 44% avec des biomarqueurs atypiques. Dix-neuf
pour cent des patients inaugurant leurs troubles avec un SCB ont une biologie du LCR

normale.

Une biologie typique de la MA dans le LCR est retrouvée chez la totalité¢ des patients
diagnostiqués atteints d’une MA chez les patients présentant un SCB (figure 37). Les patients
diagnostiqués atteints d’une DCB ont des biomarqueurs atypiques pour la plupart d’entre eux

(7 patients sur 10).
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Figure 36. Distributions des diagnostics cliniques et biologiques des patients présentant
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un syndrome corticobasal. MA : maladie d’Alzheimer, DCB : dégénérescence corticobasale ;

LCR : liquide céphalorachidien.
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Figure 37. Confrontation des diagnostics cliniques et biologiques chez les patients
présentant un syndrome corticobasal. MA : maladie d’Alzheimer; DCB : dégénérescence

corticobasale.
2.3.5 Syndrome de Benson

Les patients présentant une ACP ont été cliniquement diagnostiqués comme atteints d’une
MA dans 83% des cas, d’'une DCB dans 13% des cas et d’'une DCL dans 4% dans cas (figure
38). Soixante quatorze pour cents des patients présentant ce syndrome ont des concentrations
des biomarqueurs du LCR compatibles avec une MA. De plus, 22% de ces patients ont une

biologie du LCR atypique et 4% d’entre eux présentent une biologie du LCR normale.
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Figure 38. Distributions des diagnostics cliniques et biologiques des patients présentant
une atrophie corticale postérieure. MA : maladie d’Alzheimer; DCL : démence a corps de

Lewy ; DCB : dégénérescence corticobasale ; LCR : liquide céphalorachidien.

Une biologie typique de la MA est retrouvée dans une majorité des patients ayant regu le
diagnostic clinique de MA chez les patients avec une ACP (figure 39). Un patient sur les 3 qui
ont ét¢ diagnostiqués atteints par une DCB a une biologie du LCR typique de la MA.
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Figure 39. Confrontation des diagnostics cliniques et biologiques chez les patients
présentant une atrophie corticale postérieure. MA : maladie d’Alzheimer; DCB:

dégénérescence corticobasale ; DCL : démence a corps de Lewy.
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2.3.6 Syndrome de PSP
La totalité des patients présentant un SPSP ont été diagnostiqués atteints d’une PSP (données
non montrées). On retrouve 72 % des patients avec une biologie normale et 14% avec des

biomarqueurs atypiques ou une biologie du LCR typique de la MA (figure 40).

B MAbiologique  ® Biologie normale Biologie atypique

Figure 40. Distributions des diagnostics biologiques des patients présentant un

syndrome de paralysie supranucléaire progressive. MA : maladie d’ Alzheimer.

3 DISCUSSION

3.1 Validation des seuils des biomarqueurs du LCR utilisés en routine pour le diagnostic

différentiel de la maladie d’Alzheimer

Nous avons évalué I’intérét diagnostique des marqueurs biologiques utilisés en routine au sein
du Laboratoire de Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est. Au sein de la population de
patients étudiée, des différences significatives ont été observées dans les concentrations
intrathécales de ces biomarqueurs du LCR : concentrations des protéines T-tau et p-tau;s
augmentées et du peptide AP4, diminuée dans la MA par rapport aux OD ainsi qu’aux patients
sans atteinte neurodégénérative. Ces résultats sont en accords avec les études précédentes
étudiant la concentration de ces biomarqueurs dans le LCR.**" % 3% Ep utilisant les seuils
que nous avons établis, les marqueurs biologiques du LCR utilisés en routine (T-tau, p-tau;s;

et APs2) permettent de diagnostiquer une MA avec une sensibilité et 81% et une excellente
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spécificité (100%) face a des patients sans processus neurodégénératifs ou atteints de PSP

(tableau 8).

I1 est a noter que la spécificité des marqueurs biologiques est égale ou dépasse les 85% quand
il s’agit de distinguer un patient avec une MA de patients atteints de DFT, de DCL et méme
de MCJ. En revanche, la distinction des patients atteints par une MA de ceux atteints par la

DCB obtient une spécificité modeste de 61.5%.

Le diagnostic clinique de la MA obtient une sensibilité de 80% et une spécificité de 70%.*
Ces faibles performances sont en partie inhérentes a la prévalence de présentations cliniques
et la variabilité interindividuelle dans la traduction clinique des lésions cérébrales.”
L’examen morphologique (IRM) contribue a améliorer considérablement cette performance
diagnostique.'® De méme, les résultats obtenus avec les biomarqueurs du LCR utilisés en
routine permettent donc d’augmenter considérablement la précision du diagnostic de la MA
(tableau 8). La modeste performance des biomarqueurs du LCR de routine obtenus dans la
distinction de la MA et de la DCB s’explique essentiellement par 1’hétérogénéité
neuropathologique d’une entité clinique plus proche d’un syndrome que d’une maladie. Nous

en discuterons plus loin dans la partie concernant les syndromes.

De fagon générale, les performances du dosage du peptide AP seul pour le diagnostic
différentiel de la MA restent trés modestes par rapport aux protéines T-tau et p-tau;s; évaluées
isolément (tableau 7). Les spécificités du dosage de ce peptide pour distinguer une MA d’une
DCL ou d’une DFT sont de 50.9% et 63.2% respectivement. De méme, sa spécificité pour la
distinction biologique d’'une MA et d’une OD ou d’une ND ne dépasse pas 53% et 65%
respectivement. Ces mauvaises spécificités pourraient étre en rapport avec la coexistence
fréquentes de dépodts amyloides et d’a-Syn retrouvés chez les patients atteints par une DCLY’
ou encore la présence de PS chez les sujets dgés sans atteintes neurologiques pouvant

expliquer ces résultats chez les ND.**®

De la méme fagon, la mauvaise spécificité du peptide
A4, pour distinguer une MA d’une DFT pourrait étre en rapport avec I’hétérogénéité
neuropathologique de la DFT puisque prés de 20% des patients cliniquement diagnostiqués

atteints d’une DFT sont des MA confirmées neuropathologiquement.”®

Pour différencier MCJ et MA, en prenant un seuil de 60-63 pg/ml, pour une sensibilité¢ a

85%, la spécificité est tres médiocre (60 %) (figure 24). Au sein de la population de patients
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atteints par une MCJ, certains patients (6) présentaient des concentrations intrathécales en
protéine p-tau;s; €levées (au dessus du seuil de 60 pg/mL). Ces résultats pourraient
s’expliquer par des 1ésions faisant intervenir les protéines tau hyperphosphorylées, telles que
les DNF notamment. En effet de telles Iésions tauopathiques ont été retrouvées
neuropathologiquement dans certains cas génétiques de MCJ.'> ** Une concentration élevée
dans le LCR de p-tau;g; chez des patients MCJ pourrait témoigner de la présence de ces
Iésions. Néanmoins, il n’a jamais été rapporté de tauopathies dans des cas de MCJ
sporadiques a notre connaissance. Quoi qu’il en soit, I'utilisation du ratio T-tau/p-tau;g;
permet de distinguer les patients atteints par une MA de ceux atteints par une MCJ avec
d’excellentes sensibilités et spécificités surpassant les 3 marqueurs du LCR. Ces résultats sont
en accord avec les premieres observations effectuées sur ce ratio qui s’avere une aide

diagnostique intéressante pour distinguer biologiquement une MA d’une MCJ.*®

Finalement, 1’utilisation de [’association de ces marqueurs du LCR permet une aide
importante pour le diagnostic de la MA. Néanmoins, la modeste performance diagnostique du
dosage du peptide AP4, dans le LCR pour la majorité des diagnostics différentiels est une
limite. Un marqueur biologique plus fiable pouvant témoigner d’une pathologie amyloide a

donc été évalué.

3.2 Analyse de la performance diagnostic du dosage du peptide AB,4 dans le LCR et du

ratio AB4,/AB4o associé au dosage des protéines T-tau et p-tau;g;

La charge totale en peptide AP dans le LCR est consécutive a la production cérébrale de ce
peptide. Selon certaines études, il n’y a pas d’altération de cette charge totale dans la MA ou
les autres maladies neurodégénératives.””' Chez les patients hautement producteurs de ce
peptide, la concentration intrathécale en Af4, est augmentée par rapport a la moyenne des
concentrations retrouvées dans la population générale. De tels patients atteints de MA auront
donc une concentration en A4, dans le LCR normale par rapport au seuil choisi. De la méme
facon, les sujets hypoproducteurs de ce peptide auront des concentrations en A4, plus basses
dans le LCR. Ces variations interindividuelles peuvent favoriser des erreurs d’interprétation
diagnostique, une diminution de la concentration du peptide A4, pouvant témoigner d’une

pathologie amyloide mais aussi d’une hypoproduction constitutive de ce peptide.
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Le peptide APs est la forme majoritairement produite par la voie amyloidogene et
consécutivement la plus représentée dans le LCR. Sa concentration intathécale surpasse tres
largement celles des peptides A4z .t APss et il a été considéré qu’elle était une approche fiable
de la charge totale en peptide AP dans ce fluide biologique.” Le dosage du peptide Apso dans
le LCR permet de palier a cette limite en considérant la charge totale d’AP dans le LCR, et

donc ’activité de production cérébrale de ce peptide.

Au sein de la population de patients étudiée, la performance du dosage de 1’ A4, est faible
pour tous les diagnostics différentiels (tableau 10). Aux vues des trés modestes performances
diagnostiques de 1’A49, en terme de sensibilité mais aussi de spécificité (tableaul0), ce
dosage considéré isolément ne semble pas montrer d’intérét pour le diagnostic différentiel de
la MA. L’intérét du ratio des concentrations des peptides APs/APso a donc été évalué. Il
permet d’identifier les patients atteints de MA par rapport aux patients sans maladie
neurodégénérative avec une excellente sensibilité de 98% et une spécificité d’environ 90%.
De méme il montre de bonnes performances dans la distinction de la MA et de la DFT. Les
bons résultats obtenus avec la PSP et la MCJ sont a confirmer avec un nombre plus important
de patients du fait de notre faible effectif dans cette population (7 patients atteints de PSP et 3
patients avec une MCJ) (tableau 9). L’amélioration de 1’efficacité diagnostique entre MA et
ND ou DFT du fait de 1'utilisation du ratio AB4,/A4o par rapport au dosage seul du peptide
AP, s’explique par la détection dans la population MA de quelques patients ayant une charge
amyloide importante et a I’inverse, de la présence de quelques patients ayant une charge

amyloide faible dans les populations ND et DFT

Le ratio AP4y/AP4o obtient de mauvaises spécificités dans la discrimination de la MA et de la
DCL ainsi que de la MA et de la DCB (spécificités d’environ 50%), faisant chuter la
spécificité de ce ratio pour la distinction de la MA et des OD (tableau 10). Dans notre étude,
la population DCL est fortement productrice de peptides amyloides ce qui explique le manque
de spécificité obtenue entre MA et DCL. Comme cela avait été¢ évoqué avec les résultats
obtenus avec le dosage du peptide amyloide AP4, cette baisse de spécificité du ratio
ABs/ABsy s’expliquerait volontiers par la présence fréquente de dépots amyloides
intracérébraux chez les patients atteints par une DCL.>’ Enfin, I’hétérogénéité
neuropathologique vue dans les DCB expliquerait principalement la mauvaise spécificité du
ratio APs/APsy obtenue entre MA et DCB, confirmant les résultats obtenus avec le seul

dosage du peptide Aps,.*"
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Nous avons déterminé le seuil du ratio AB4y/APao (<0.05) et montré son intérét en association
avec les protéines T-tau et p-tau;g;. La performance de ces marqueurs biologiques du LCR est
considérablement améliorée comparativement a la population précédente (avec le dosage des
protéines T-tau et p-taujg; et APsr). La sensibilité passant de 81% (tableau 8) pour les
biomarqueurs de routine a 96% (tableau 11) pour 1’association des T-tau, p-tau;g; et du ratio
AB4/ABg. De méme, les spécificités sont considérablement améliorées pour tous les
diagnostics différentiels étudiés hormis pour la discrimination de la MA et de la DCL qui
conserve tout de méme une spécificité acceptable de 82.8% (tableau 11). L’utilisation du
dosage des protéines T-tau, p-tau;s; et du ratio AP4r/APs dans le LCR augmente donc la
performance du diagnostic différentiel de la MA et permet de donner des arguments
biologiques plus fiables en faveurs d’une MA. Ces dosages apparaissent particulierement
intéressants afin d’identifier les patients atteints de MA, notamment pour le diagnostic des
formes cliniques atypiques. Ainsi, nos résultats nous ont conduit a étudier ces biomarqueurs
lors de présentations cliniques focales, puisqu’ils permettraient de présager de la

neuropathologie sous-jacente.***

3.3 Evaluation de la performance des biomarqueurs du LCR lors de présentations

focales de démences neurodégénératives

La MA se caractérise typiquement par des troubles mnésiques au premier plan du tableau
clinique. Cette présentation clinique, est rencontrée majoritairement chez les patients atteints.
Néanmoins d’autres modes d’entrées dans la maladie sont rencontrés et un certain
recouvrement clinique existe avec les DLFT, la DCB, la PSP ou encore la DCL.%% 100, 138, 148
Ces recouvrements cliniques peuvent étre dus a des co-pathologies neurodégénératives mais
aussi a des profils lésionnels de la MA débutant dans d’autres territoires cérébraux.'® On peut
ainsi définir 5 grands syndromes par lesquelles la MA peut débuter : le syndrome amnésique
typiquement rencontré au début de la maladie, le syndrome frontal, le syndrome aphasique,
I’ACP, le SCB. Les patients que nous avons ¢tudiés ont été classé€s en fonction du syndrome
par lequel ont débuté leurs pathologies. Nous y avons adjoint une petite cohorte de patients
présentant un SPSP, sachant qu’il existe plusieurs types de lésions neuropathologiques

responsables de cette symptomatologie. Le dosage des concentrations intrathécales des

protéines T-tau, p-tau;g; et du ratio AB4y/APso nous ont ensuite permis d’identifier les patients
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atteints présentant un profil biologique MA et de confronter ces résultats avec les diagnostics

cliniques obtenus au cours du suivi de ces patients.

Le syndrome amnésique est le syndrome inaugural le plus couramment rencontré dans la MA.
Il est d0 a I’apparition de Iésions cérébrales au niveau du lobe temporal interne et plus
particuliecrement de 1’hippocampe. Seuls 10% des patients ont des biomarqueurs du LCR
normaux ne donnant pas d’argument pour une MA (figure 29). Une majorité des patients
(67%) ont des biomarqueurs du LCR typiques de la MA. De facon intéressante, 83% des
patients atteints par ce syndrome ont été¢ cliniquement diagnostiqués atteints d’une MA
probable ou possible. Néanmoins 23% des patients amnésiques ont une biologie du LCR
atypique pour la MA. Ces atypies biologiques sont dues a 3 causes majeures : 1) une
diminution isolée du ratio APs/APs sans élévation des concentrations intrathécales des
protéines T-tau, p-tau;g; 2) une élévation des protéines T-tau, p-tau;g; dans le LCR avec un
ratio AP4y/AB4o normal 3) un ou deux des trois ¢léments a la limite des seuils utilisés. Une
diminution isolée du ratio AB4/AP4 au sein des biomarqueurs signe une pathologie amyloide.
Une diminution de la concentration du peptide APs, dans le LCR a été décrite chez les

patients atteints par une angiopathie amyloide, une MCJ, ou encore une DCL.**% 3% 4%

Ces profils biologiques atypiques pourraient étre dus a ces pathologies. De plus, des variations
dans les profils biologiques de MA ont été rapportés. Une étude anatomo-clinico-biologique a
permis de mettre en évidence un groupe de patients atteint de MA sans diminution
intrathécale du peptide AB4,.*"”> Cette observation pourrait permettre d’expliquer une élévation
des protéines T-tau et p-tau;g; dans le LCR sans diminution du ratio APs/Afs. Des
concentrations a la limite des seuils utilisés ont été retrouvées chez 32% des patients avec un
profil biologique atypique. Il s’agit typiquement de cas ou I’utilisation des marqueurs

biologiques classiques aux seuils de décision choisis, n’est pas informative pour le diagnostic.

Un tiers des patients présentant un syndrome frontal ont été diagnostiqués atteints d’'une MA
probable ou possible. Une plus grosse proportion (54%) a été cliniquement diagnostiquée
atteint de DFT probable ou possible comprenant les formes mixtes (DFT-SLA) (figure 31).
Nous avons retrouvé biologiquement un tiers des patients qui présentaient une biologie du
LCR typique de la MA. Une plus grosse proportion (44%) présentent une biologie atypique
pour la MA. De méme, les patients avec un SCB ont été majoritairement diagnostiqués

atteints d’une DCB (63%) a I’examen neurologique ainsi qu’au cours du suivi, les 37% restant
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étant diagnostiqués atteints de MA (figure 36). De facon intéressante, 37% des patients
présentant un SCB ont une biologie du LCR typique de la MA. Néanmoins une forte
proportion (44%) de patients avec un SCB a des dosages du LCR atypiques pour la MA.

Cette hétérogénéité des profils biologiques vus dans ces deux syndromes pourrait refléter
I’hétérogénéité neuropathologique des DFT et des SCB. Les pathologies neurodégénératives

101 r s
Une étude clinico-

sous-jacentes responsables du syndrome corticobasal sont nombreuses.
pathologique conduite sur 28 patients atteints par une DFT et 12 patients atteints de SCB
révele que moins de 10% de ces patients avec une DFT et la moitié des patients avec un SCB
présentent une MA.'® Une tauopathie (DCB et maladie de Pick notamment) a été mise en
évidence dans environ 60% des patients atteints par une DFT et 50% des patients avec un

SCB.

Dans les profils dits atypiques, nous avons retrouvé des anomalies concernant les peptides
amyloides et concernant les protéines Tau. Pour la diminution de la concentration intrathécale
du peptide APs, , celle ci a déja été rapportée chez des patients atteints par une DCB,*’
diminution confirmée la plupart du temps par un résultat diminué du ratio APB4/AP4o. Cette
diminution pourrait étre liée aux dépdts amyloides retrouvés neuropathologiquement dans

. r 4 5
certaines DCB confirmées.*’

Une grande partie (43%) des patients biologiquement atypiques
de ces populations présente une élévation des protéines T-tau et p-tau;s; dans le LCR sans
diminution du ratio AP4/AP4o. Certaines études ont rapporté une augmentation de la
concentration intrathécale des protéines T-tau et p-tau;g; dans la DCB sans diminution de la
concentration du peptide APy, dans les gammes de la MA.**7*® Cette atypie pourrait donc
provenir d’une modification biologique inhérente aux tauopathies non Alzheimer. Cependant,
une étude s’intéressant a la variation de ces biomarqueurs du LCR chez des patients atteints

de DFT ou DCB confirmées neuropathologiquement parait nécessaire afin de comprendre ce

phénomene.

Enfin, un pourcentage important de ces patients, notamment les SCB, présentaient un profil
typique biologique MA. Comme parfois la pathologie responsable d’un SCB est la MA.'*7-
ceci conforte 1’hypothése que le SCB présenté par ces patients ayant une biologie

caractéristique de la MA rentre dans le cadre d’'une MA sous-jacente.
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La totalité¢ des patients avec un SPSP ont été diagnostiqués atteints de PSP. Une grande
proportion de ces patients (72%) ont une biologie du LCR normale, cependant les marqueurs
du LCR sont typiquement MA chez 14% d’entre eux (figure 40). La proportion importante de
patients avec des concentrations des biomarqueurs du LCR normales dans ce groupe semble
indiquer que les lésions tauopathiques rencontrées dans la PSP (DNF et inclusions gliales) ne
seraient pas responsables de changements biologiques intrathécaux. Néanmoins, aux vues de
notre effectif (7 patients), ces résultats sont a confirmer sur une plus large cohorte de patients

avec confirmations neuropathologiques.

Le syndrome d’APP est typiquement rencontré dans les DLFT et signe anatomiquement une
atrophie temporale. On retrouve 53% de profils biologiques compatibles avec une MA au sein
de la population touchée par ce syndrome (figure 33). Une majorité des patients aphasiques
(56%) ont été diagnostiqués atteints d’une MA probable ou possible et 35% atteints par une
DLFT. Les résultats biologiques semblent conforter le diagnostic clinique. La majorité de ces
patients aphasiques avaient une présentation clinique d’APNF (figure 34). Nous avons
observé une forte proportion de profils biologiques du LCR typiques de MA au sein de cette
population, ce qui est en accord avec les résultats anatomopathologiques retrouvés par

. 1% o 16, 10 112
plusieurs études précédentes.'® '*

Le faible effectif des variants logopénique et
sémantique ne nous permet pas de conclure quant a une influence du profil biologique, et
donc de la neuropathologie, sur le syndrome d’APP observé. Néanmoins, nous avons observeé
qu'une grande majorité des patients avec une démence sémantique (4/5) avait un profil
biologique du LCR typique de la MA. Cependant, 3 patients au sein des 4 patients atypiques
d’un point de vue biologique avaient une présentation clinique ne remplissant pas tout les
critéres pour une démence sémantique typique, avec 1’apparition de légers troubles mnésiques
hippocampiques notamment.”” Des études autopsiques ont rapporté une pathologie
Alzheimer chez 10% & 30% des patients atteints par une démence sémantique.'® '*” Une étude
avec confirmations neuropathologiques effectuée sur 24 patients atteints d’une démence
sémantique a récemment montré la forte proportion de pathologie ubiquitine (18 patients sur
24) dans ce syndrome. Seul 3 patients avaient neuropathologiquement une MA sous

jacente.”®! Notre proportion de biologie du LCR en faveur d’une MA chez les patients atteints

du variant sémantique se doit d’étre confirmée avec un plus grand nombre de patients.

Les résultats observés pour les patients avec une ACP nous indique qu’une forte proportion de

ces patients ont une biologie du LCR typique de la MA (figure 38). De plus, sur les 23
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patients atteints d’'une ACP inclus dans 1’étude, 22% ont des marqueurs du LCR atypiques.
Nous avions évalué les biomarqueurs du LCR chez 22 des 23 atteints d’ACP.**’ Nous
remarquons que la proportion de patients atypiques est plus élevée ici avec le dosage des T-
tau p-taujg; et du ratio APs/APso dans le LCR. Le ratio AP4y/APs a permis de mettre en
¢vidence une anomalie dans les biomarqueurs du LCR que le dosage de I’ABs, seul

n’objectivait pas.
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Résumé de Darticle :

L’atrophie corticale postérieure (ACP) induit des déficits visuels au premier plan du tableau
clinique par une atteinte corticale des régions cérébrales postérieures. L’ ACP est un syndrome
d’étiologie neurodégénérative. Plusieurs études ont révélé la présence des Iésions
neuropathologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (MA) dans une proportion
importante de patients atteints par une ACP. Il a été clairement démontré qu’un bilan
caractéristique de la MA dans le liquide céphalorachidien (LCR) était hautement prédictif de
la détection neuropathologique des Iésions cérébrales rencontrées dans cette pathologie. Nous
avons donc proposé de les étudier afin d’évaluer la proportion de patients atteints par une
ACP avec une étiologie MA au sein de notre cohorte. Vingt deux patients présentant une ACP
ont fait ’objet d’une analyse des protéines T-tau, p-tau;s; et AP, dans le LCR. Les profils de
ces biomarqueurs du LCR ont été comparés a ceux de patients atteints par une MA ainsi que
par d’autres démences neurodégénératives (OD). De plus, les présentations cliniques de
chaque patient avec une ACP ont été comparées a leurs profils biologiques du LCR afin
d’évaluer la prédictibilité du diagnostic clinique pour présager d’une MA sous-jacente. Il n’a
pas été observé de différences dans les concentrations des 3 biomarqueurs entre les patients
ACP et MA alors que les concentrations de ces biomarqueurs entre les patients ACP et OD
(p<0.001) sont significativement trés différentes. Soixante dix sept pour cent des patients avec
une ACP ont des biomarqueurs du LCR compatibles avec une MA et 14% des patients de
cette cohorte ont un profil biologique du LCR atypique. Tous les patients avec des troubles
visuels isolés (n=8) ou associés avec des troubles mnésiques (n=11) ont des marqueurs du

LCR signant une pathologie neurodégénérative avec une tres forte proportion de ces patients
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pour lesquels une biologie du LCR typique de la MA a été retrouvée. De fagon intéressante,
seul 1 patient sur les 3 présentant des mouvements anormaux asymétriques a une biologie du
LCR typiquement rencontrée dans la MA. Finalement, I’ACP est la plupart du temps associée
a des biomarqueurs du LCR suggérant une MA sauf en cas de mouvements anormaux
associant un syndrome corticobasal. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment
décrits d’un point de vue neuropathologique. Notre étude permet de confirmer que la MA ne
se résume pas forcément a une atteinte mnésique lors des stades initiaux de la maladie ou
méme a un déclin progressif d’une autre fonction cognitive. Ceci pose la question plus
générale, que nous avons abordé en nous intéressant aux formes de présentations cliniques
focales de la MA, de la différence entre « maladies » ou présentations cliniques et étiologies.
Quoi qu’il en soit, les biomarqueurs du LCR nous aident a discriminer la MA des autres
maladies neurodégénératives au sein des ACP et ainsi préciser 1’étiologie sous-jacente du
vivant du patient atteint par un tel syndrome. La connaissance d’une telle étiologie s’avere
importante pour la mise en place d’un traitement, indépendamment du fait qu’il n’existe pas a
notre connaissance, d’essais cliniques validant les thérapeutiques instaurées lors d’une MA

dans les formes de présentations cliniques atypiques de la maladie.
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CSF biomarkers in posterior cortical atrophy

A

ABSTRACT

Objective: To describe CSF biomarker profiles in posterior cortical atrophy (PCA), which induces
high-order visual deficits often associated with Alzheimer disease (AD) pathology, and relate
these findings to clinical and neuropsychological assessment.

Methods: This prospective observational study included 22 patients with PCA who underwent
CSF biomarker analysis of total tau (t-tau), phosphorylated tau on amino acid 181 (p-tau181), and
amyloid B (AB45). At group level, the CSF profiles of patients with PCA were compared to those of
patients with typical AD and patients with other dementia (OD). Individually, the clinical presenta-
tion of patients with PCA was correlated to their CSF profile to assess the predictability of clinical
features for diagnosis of underlying AD pathology.

Results: At group level, the PCA biomarker profile was not different from that of the AD group,
but very different from that of the OD group (p < 0.001). More than 90% of patients with PCA
had CSF profiles consistent with AD. All patients with PCA with either isolated higher-order
visual deficit (n = 8) or visual deficit associated with memory impairment (n = 11) had CSF
profiles consistent with AD. Only one of the 3 patients with PCA with asymmetric motor signs
fulfilled biological CSF criteria for AD.

Conclusions: PCA syndrome is usually associated with CSF biomarkers suggestive of AD, as
shown by previous neuropathologic studies. This does not apply in case of motor signs suggesting
associated corticobasal syndrome. CSF biomarkers help to discriminate AD from non-AD pro-
cesses associated with this condition. Neurology® 2011;76:1-1

GLOSSARY

AB = amyloid g peptide; AD = Alzheimer disease; CBS = corticobasal syndrome; CJD = Creutzfeldt-Jakob disease; CVLT =
California Verbal Learning Test; DLB = dementia with Lewy bodies; FTD = frontotemporal dementia; MMSE = Mini-Mental
State Examination; OD = other dementias; p-PCA = pure posterior cortical atrophy; p-tau = phosphorylated tau protein;
PCA = posterior cortical atrophy; t-tau = total tau proteins.

Posterior cortical atrophy (PCA) is a rare syndrome characterized by predominant progressive
higher-order visuoperceptual deficits associated with occipito-parieto-temporal brain dysfunc-
tion.! Visual symptoms include simultanagnosia, hemispatial neglect, optic ataxia, and visual
agnosia. Neuroimaging usually shows atrophic or metabolic changes in posterior brain re-
gions.? Evolution generally leads to dementia.

e-Pub ahead of print on April 27, 2011, at www.neurology.org.
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This syndrome is usually related to Alzheimer
disease (AD) but can also result from cortico-
basal degeneration, Creutzfeldt-Jakob disease
(CJD), dementia with Lewy bodies (DLB), or
subcortical gliosis.*® Etiologic diagnosis remains
uncertain until postmortem examination.

CSF biomarkers have become a significant
help for in vivo AD diagnosis.” In AD they are
characterized by a combination of increased to-
tal tau proteins (t-tau) and phosphorylated tau
on amino acid 181 (p-taul81) and decreased 42
amino acid amyloid 8 peptide (AB,,).”'* These
tau and ABprofiles are related to elementary AD
lesions: respectively, neurofibrillary tangles and
amyloid plaques. Thus, CSF biomarker exami-
nation appears relevant to etiologic diagnosis of
PCA, since the prevalence of AD pathology is
high in this condition.

The objective of the present study was to
describe the CSF biomarker profile in a pro-

spective series of well-defined patients with
PCA. The PCA CSF profile was compared to
that of typical AD and other dementia
groups. The interest for clinicians of CSF de-
termination in PCA was assessed by compari-
son between clinically based and CSF-based
classifications of etiologic diagnosis.

METHODS PCA subjects. Twenty-two patients with PCA
(14 men, 8 women; 65 = 7.7 years) were recruited from the
memory clinics of Lyon, Dijon, Saint-Etienne, Grenoble, Mont-
béliard, and Roanne (France) between 2005 and 2010. All un-
derwent lumbar puncture. CSF biomarker analysis was

performed in the neurobiology department of Lyon.

Diagnostic criteria. PCA diagnosis was based on medical his-
tory, caregiver interview, neurologic examination, a neuropsy-
chological test battery, and brain imaging (table 1). The
following diagnostic criteria for PCA* were applied: 1) history of
progressive visual impairment not explained by ophthalmologic
abnormality; 2) demonstration of complex visual disorder such
as visual agnosia, prosopagnosia, visuospatial neglect, Balint syn-

drome (ocular apraxia, optic ataxia, and simultanagnosia), often

[ Table 1 Clinical and neuropsychological features of patients with PCA® ]
MMSE Elements of Elements of |
Case score Balint Gerstmann Ideomotor Limb Visual
no. (/30) syndrome syndrome apraxia Parkinsonism dystonia hallucinations Memory
1 21 4 = + = = + l
2 20 + + + - - - l
3 19 + + + - - - l
4 26 + + = = = = X
5 22 + - - - - - X
6 10 + - + - - - l
7 19 4 4 +R + = = X
8 29 + = + + = = X
9 19 + + +R +R +R = X
10 18 = + + + = = l
11 15 + - - - - - l
12 22 + = + = - = X
13 27 4 = +L +L +L = X
14 23 + - + - - - X
15 21 + + + + - = X
16 28 + + + = = = l
17 13 = + + - - - X
18 12 = - - = - - l
19 14 + - = = - = l
20 24 + - + - - - X
21 17 + + + = - + !
22 20 + - + = = = !
Abbreviations: + = Clinical signs present; — = clinical sign absent; | = low performance; L = lateralized on the left side;

MMSE = Mini-Mental State Examination; NT = not testable; PCA = posterior cortical atrophy; R = lateralized on the right

side; X = not affected.
2 Clinical assessment of PCA for each case.
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associated with Gerstmann syndrome (alexia, agraphia, finger
agnosia, and right-left disorientation) or visuoconstructional
apraxia; 3) no or minor memory impairment, executive dysfunc-
tion, or language deficit; 4) posterior atrophic or metabolic alter-

ation on MRI or metabolic imaging.

Neuropsychological examination. The Mini-Mental State
Examination (MMSE)"® was systematically carried out to rate
global cognitive ability. Episodic verbal memory was assessed by
the Free and Cued Selective Recall Reminding Test,'* California
Verbal Learning Test (CVLT, French version),'> or MEM-IIL.!¢
Visuospatial and visuoperceptive abilities were explored by the
Visual Object and Space Perception battery,” the Benton Facial
Recognition test,'s or the Judgment of Line Orientation test.'s
Neglect and constructional praxis were explored by the

Crossing-out and Clock Drawing tests.

Clinically based classification. Patients with PCA were
classified into 3 groups according to initial clinical presentation
and neuropsychological profile, by neurologists blind to the bio-

logical results:

1. Pure PCA (p-PCA): isolated visual complaint with visual im-
pairment and no episodic verbal memory impairment.

2. PCA-AD: predominant visual complaint and visual impair-
ment with mild episodic verbal memory impairment.

3. PCA-corticobasal syndrome (CBS): predominant visual
complaint and visual impairment with no verbal memory im-
pairment, associated with asymmetric or unilateral parkin-

sonism and ipsilateral gestural apraxia or dystonia.

Some minor attention, executive, or language deficits could

be present in all 3 groups.

Control groups. One population with clinical diagnosis of
AD and another with clinical diagnosis of other dementia (OD,
comprising DLB and frontotemporal dementia [FTD]) were se-
lected on both consensus clinical criteria and CSF biomarker
analysis, for comparison with the PCA group. These patients
from our laboratory cohort were matched with the PCA groups
for gender, for age at lumbar puncture (5 years), and for dura-
tion of illness (%2 years). The AD control group comprised 160
patients with AD (83 men, 77 women), all meeting National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke—Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
criteria for probable AD."” The OD group comprised 138 pa-
tients (81 men, 57 women) with a clinical diagnosis of possible
(n = 31) or probable (n = 38) DLB based on the consensus
diagnostic criteria® and possible (n = 23) or probable (n = 45)
FTD based on the Lund and Manchester criteria.?' There was no
significant difference in sex ratio (M/F) between PCA (14/8) and
AD (83/77) and OD control (81/57) patients (x> test, n = 318,
p = 0.34).

Standard protocol approval, registration, and patient
consent. The study was conducted under the “Programme
Hospitalier de Recherche Clinique Régional 2004 D50353” and
“EU FP6 Project Neuroscreen LSHB-CZ-2006-037719 con-
tract No. 037719.” It was approved by the local Ethics Commit-
tee (CPP). All patients (PCA and controls) gave written

informed consent to participate.

CSF biomarker assessment. CSF sampling and storage.
CSF was obtained from inpatients by lumbar puncture. CSF
sampling was performed according to a standard protocol with
tracking sheets to prevent technical problems. In total, 10 mL

were collected in polypropylene vials (VWR, PA) and then cen-

trifuged within 2 hours (10 minutes at 4,000 X g). Supernatants
were distributed in polypropylene vials and aliquots were directly
stored at —80°C until analysis.

Since preanalytical steps were critical to the interpretation of
results, the following strict CSF exclusion criteria were applied:
freezing later than 4 hours after sampling, freezing at —20°C,
CSF white cell count >5/mm?, CSF red cell count >2,000/
mm?, or CSF protein level >1.5 g/L.

CSF analysis. CSF levels of t-tau, p-taul81, and AB,, were
prospectively determined using a commercially available ELISA
kit (INNOTEST htau-Ag, INNOTEST Phospho-Tau,y,),
INNOTEST B-amyloid;_4,), Innogenetics®, Gent, Belgium)
according to the manufacturer’s instructions.

All biomarker levels were measured in duplicate. Further-
more, all series included quality control using an aliquot of fro-
zen ventricular CSF containing t-tau, p-taul81, and AB,, at
mean concentrations of 550 pg/mL, 60 pg/mL, and 500 pg/mL,
respectively. Since the intra-assay coefficient of variation was less
than 10% and the concentrations obtained were in the linear
range, samples were not retested.

Cutoff values for AD reported in the literature were adopted
by the department of biochemistry, as follows: t-tau >350 pg/
mL, p-taul81 >60 pg/mL, and AB,, <500 pg/mL.2%

Western blot immunoassay for 14-3-3 protein was routinely
performed. Both positive and doubtful (weakly positive) stan-
dard samples were used in all experiments. Immunostaining used
anti-14.3.38 polyclonal rabbit antibody (Santa Cruz Biotech-
nology Sc-629, Santa Cruz, CA) and then alkaline phosphatase-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G antibody (Santa
Cruz Biotechnology Sc-2057, Santa Cruz, CA). The antigen was
detected by colorimetric reaction and scored for presence or ab-
sence of the majority band and compared to positive and doubt-
ful control bands.

CSF-based classification. Patients with PCA were classified
into 3 groups according to t-tau, p-tau, and AB,, CSF levels, by

biologists blind to the clinical results:

1. Typical AD: both t-tau >350 pg/mL, p-taul81 >60 pg/mL
and AB,, <500 pg/mL.

2. Atypical AD: either t-tau >350 pg/mL and p-taul81 >60
pg/mL, or AB,, <500 pg/mlL.

3. Non-AD: t-tau <350 pg/mL, p-taul81 <60 pg/mL, and
ABy, >500 pg/mL.

Statistical analyses. Age differences among PCA, AD, and
OD groups were assessed on one-way analysis of variance and sex
differences on 2 X 3 contingency analysis (x” test). Differences
in CSF biomarkers among the 3 groups were analyzed on the
Mann-Whitney test. p Values below 0.05 and 0.001 were con-
sidered to be significant and highly significant, respectively.
Analysis was performed on MedCalc® version 11.1.1.0 software
(Frank Schoonjans, MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

RESULTS Clinical features of patients with PCA. Si-
multanagnosia, alexia, acalculia, agraphia, and ideo-
motor and constructional apraxia were the most
frequent signs (see tables e-1 and e-2 on the Newurol-
0gy® Web site at www.neurology.org). Six patients
had mild parkinsonism, which was asymmetric in 3
patients who also presented with unilateral ideomo-
tor apraxia (table 1). Two patients with asymmetric
parkinsonism also showed limb dystonia. Two pa-
tients reported visual hallucinations. None showed
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Figure 1
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Comparison of total tau proteins (t-tau), phosphorylated tau on amino acid 181 (p-taul81), and amyloid g peptide (AB42) CSF
patterns among patients with Alzheimer disease (AD), patients with posterior cortical atrophy (PCA), and patients with other
dementias (OD)
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Box plot showing median CSF levels of t-tau, p-tau181, and Ag42 in AD, PCA, and OD subgroups (*p < 0.0001; *p < 0.0016; NS = nonsignificant).

fluctuation of cognitive or motor symptoms. Cogni-
tive functions were variably affected, with a mean
MMSE of 20/30 (%5.14), ranging from 10 to 29.
Visuoperceptive and visuospatial abilities were af-
fected in all patients, and attention and executive
functions in most. Patients with PCA symptoms had
been progressing for 1 to 6 years at the first clinical
assessment. Eight patients without memory impair-
ment were clinically classified as pure PCA (patients
4, 5, 8, 12, 14, 15, 17, and 20), 11 as PCA-AD
(patients 1, 2, 3, 6, 10, 11, 16, 18, 19, 21, and 22),
and the remaining 3 as PCA-CBS due to their motor
symptoms (patients 7, 9, and 13). MRI showed
asymmetric cortical or subcortical atrophy in the pa-
rietal and occipital regions in 17/22 and symmetric
atrophy in 5/22 patients with PCA. There were no
visible differences in MRI abnormality profiles
among the 3 clinical subgroups.

CSF biomarker profiles in the PCA compared to the
AD and OD groups. Mean t-tau, p-taul81, and AB3,,
CSF levels in the PCA group were 742 * 247,
102 = 43, and 369 * 187 pg/mL, respectively.
Mean CSF levels in the control groups were t-tau (AD:
749 * 412; OD: 309 * 230 pg/mL), p-taul81 (AD:
102 = 41; OD: 52 * 25 pg/ml), and AB,,
(AD: 334 = 127; OD: 508 = 216 pg/mL). Median
CSF t-tau, p-taul81, and AB,, levels (figure 1) were
highly significantly different between the PCA and OD
groups (p < 0.0001, <0.0001, and 0.0016, respec-
tively) and did not significantly differ between the PCA
and AD groups (p = 0.7, 0.8, and 0.7, respectively).

CSF biomarker profiles in individual patients with
PCA. Seventeen of the 22 patients with PCA (77%)
(table e-3) fulfilled the biological criteria for typical
AD, with abnormal levels of the 3 CSF markers.
Three PCA patient profiles (14%) were classified as
atypical AD due to abnormalities in either tau or AS

Neurology 76 May 24,2011

protein levels. Two patients (9%) had normal CSF
biomarkers. Thus 20 out of 22 patients showed a
biological profile consistent with either typical or
atypical AD. Although 4 patients had CSF t-tau lev-
els higher than 1,200 pg/mL, none showed positive
CSF 14.3.3 protein.

Comparison between clinically and biologically based
diagnostic classifications. Seven of the 8 patients with
p-PCA had a typical and one an atypical AD CSF
profile (figure 2). Nine of the 11 patients with
PCA-AD had a typical and 2 an atypical AD CSF
profile. Finally, one of the 3 patients with PCA-CBS
met biological criteria for AD and 2 had a CSF pro-
file classified as non-AD.

Figure 2 Number of cases with the 3
different CSF patterns in each
posterior cortical atrophy (PCA)
clinical subgroup
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AD = Alzheimer disease; CBS = corticobasal syndrome;
p-PCA = pure posterior cortical atrophy.
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DISCUSSION CSF analysis in the present PCA co-
hort was consistent with the high prevalence of underly-
ing AD pathology. At group level, AB,,, t-tau, and
p-taul81 levels in patients with PCA differed signifi-
cantly from those for other dementias and were indis-
tinguishable from those for typical AD. Individually, 17
of the 22 patients presented a typical and 3 an atypical
AD CSF profile. These results indicate a high propor-
tion (77%) of patients with PCA with underlying AD
pathology with both amyloid and tau pathologies. The
3 atypical AD CSF profiles were consistent with the
presence of amyloid plaques or neurofibrillary tangles.?
More than 90% of the PCA cases thus exhibited a CSF
profile consistent with AD and were likely to have un-
derlying AD pathology.

It is now well-established that CSF biomarkers
improve the accuracy of in vivo AD diagnosis.?>?
CSF biomarker changes are related to underlying his-
tologic lesions specific to AD.?> The combination of
the 3 abnormal CSF biomarkers predicts AD neuro-
pathology with sensitivity and specificity exceeding
90% and 85%, respectively.?® Based on these data,
determination of CSF biomarkers may be of diagnostic
interest for identifying AD in patients with atypical fo-
cal dementia. In PCA, the present study clearly identi-
fied a dominant AD-type biological profile. To our
knowledge, only 3 studies have been published on this
condition. Decreased CSF AB,, and elevated levels of
phosphorylated tau at threonine 199 were reported in a
single case of PCA.” Elevated t-tau and p-taul81 and
low AB,, CSF levels, similar to those of typical AD,
were reported in a cohort of 9 patients with PCA.>®
Elevated CSF p-taul81 levels, although significanty
lower than in AD, were also reported in a sample of 15
patients with PCA.? The present study likewise
showed, in a larger well-defined PCA population, that
an overwhelming majority of patients with PCA display
CSF profiles suggestive of AD.

These findings are in accordance with the few
neuropathologic studies, reporting a high but vari-
able prevalence of underlying AD pathology in PCA
syndrome. The largest study reported AD pathology
in 62% of 21 autopsied PCA cases. AD lesions were
also reported in 7 out of 9 patients in one study,® and
in all 7 cases of a study with a smaller sample of
patients.” Other reported etiologies include CBD,
AD associated with PD or DLB, CJD, and subcorti-
cal gliosis.

In the present cohort, patients were diagnosed
with PCA based on a clinical aspect of progressive
posterior cortical dysfunction. Rather broad diagnos-
tic criteria were used in order to avoid a priori exclu-
sion of non-AD PCA syndrome. To take the
analysis further, patients with PCA were classified in
3 clinically distinct subgroups (pure PCA, PCA-AD,

or PCA-CBS) according to clinical status, degree of
memory deficit, and presence of motor signs, in or-
der to compare biological profile with episodic mem-
ory deficit and motor signs. Although the diagnostic
criteria considered in the present study did not ex-
clude patients with parkinsonism, fluctuations, or
hallucinations, none of our patients developed more
than one of these symptoms so as to be listed as PCA-
DLB. None of them, including the 4 cases with ele-
vated t-tau levels above 1,200 pg/mL, showed
positive CSF 14.3.3 protein level*® or symptoms con-
sistent with CJD. Although both elevated t-tau and
p-taul81 are associated with AD severity in the AD
literature, these patients with PCA were not different
from the others in terms of global cognitive ability as
rated by MMSE: their cognitive deficits were not
more impaired than the others.®! Interestingly, de-
spite the broad diagnostic criteria used, most patients
with PCA still tended to have AD lesions.

All patients with pure PCA presented a CSF pro-
file consistent with either typical (7/8) or atypical
AD (1/8). Likewise, all patients with PCA-AD also
had a CSF profile consistent with either typical (9/
11) or atypical AD (2/11). Atypical profiles were de-
fined by either increased t-tau and p-taul8l and
normal AB,, CSF levels or decreased AB,, and nor-
mal t-tau and p-taul81 CSF concentrations. Such
CSF patterns have already been described in patients
with autopsy-based diagnosis of AD* and remain
consistent with underlying AD pathology. However,
these CSF profiles are less specific to AD and can be
found in other neurodegenerative diseases, some-
times associated with AD. CSF profiles with low
AP, and normal t-tau levels in particular have been
found in patients showing AD lesions associated with
diffuse Lewy bodies,** PD with dementia, or vascular
dementia.?> Similarly, CSF profiles with normal
AB,, and elevated t-tau and p-taul81 levels have
been described in autopsy cases of vascular dementia
or DLB.” None of the patients in the present study
fulfilled diagnostic criteria for probable DLB in our
study, and elevated CSF p-taul81 is more specific in
AD than in DLB pathology; DLB, however, appears
to be the main differential diagnosis.>***

In the present study, a normal CSF profile was
observed in only 2 out of 22 cases of PCA, in the
small subgroup of 3 PCA-CBS. The third patient
with PCA-CBS presented a typical AD CSF profile.
The clinical presentation of these 3 PCA-CBS cases
was similar at the time of lumbar puncture, in that
they all had asymmetric parkinsonism and gestural
apraxia, elements of Balint and Gerstmann syndrome,
and higher-order visual and attention deficits without
memory impairment. None had cortical somatosensory

impairment. Mild focal limb dystonia ipsilateral to the
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side with predominant parkinsonism clinically differen-
tiated the 2 patients with normal CSF profiles from pa-
tients with an AD CSF profile. It has recently been
shown that CBS can reveal AD pathology.?>*¢ One of
the 3 patients with PCA-CBS in the present study is
thus likely to have had underlying AD pathology. The
normal CSF profiles of the other 2 patients with PCA-
CBS were consistent with the hypothesis of under-
lying corticobasal degeneration pathology or other
tauopathy such as progressive supranuclear palsy
or even non-tau pathologies, which are also possi-
ble in this clinical condition.?

Although histologic data were not available in the
present study, the CSF results are consistent with
those of previous neuropathologic studies in PCA.
CSF biomarker analysis suggests prominent underly-
ing AD pathology in PCA and enables in vivo AD
diagnosis in this condition. On CSF analysis, only
the clinical PCA-CBS subtype seemed to be predom-
inantly related to non-AD pathology. Further studies
with CSF analysis and postmortem examination in
larger cohorts of PCA with motor signs are needed to
describe the underlying pathology in this clinical

subtype.
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PARTIE 2 :
EXTRACTION DES PROTEINES TAU PATHOLOGIQUES CEREBRALES ET
DIAGNOSTIC BIOCHIMIQUE DE CERTITUDE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

ET DES AUTRES TAUOPATHIES :

APPLICATION POUR L’AIDE A LA CARACTERISATION DE PATHOLOGIES
TAU DANS LA MUTATION E200K DE LA MALADIE DE CREUTZFELDT-JAKOB
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Les Iésions rencontrées lors de 1’examen neuropathologique du cerveau révelent notamment
des agrégats de protéines tau dans la MA ainsi que dans les autres tauopathies.” Ces lésions
trouvent leur origine dans des changements conformationnels, des coupures protéolytiques
ainsi qu’une hyperphosphorylation anormale de la protéine tau aboutissant de fagon
synergique a une agrégation protéique et I’obtention des PHF, véritables unités pathologiques
des lésions tauopathiques.” Ces organisations de protéines tau pathologiques agrégées,
insolubles et partiellement résistantes aux protéases que sont les PHF forment les DNF qui
investissent le cortex cérébral dans la MA. Ainsi avec la progression de la maladie, ces lésions
se disséminent dans 1’ensemble du néocortex en suivant un trajet stéréotypé. Des études
biochimiques, s’intéressant a la nature méme des Iésions, ont permis d’isoler puis de

caractériser les PHF.?*

La séparation électrophorétique des PHF en WB a permis d’apporter
des ¢éléments nouveaux dans la compréhension des processus physiopathologiques de la MA
d’une part et de permettre une aide complémentaire a la confirmation du diagnostic
neuropathologique d’autre part. En effet, I’'immunoempreinte des fractions de PHF est
caractérisée par d’un triplet majeur (2 55, 64 et 69kDa) et d’un variant mineur de 74kDa qui
signe biochimiquement une MA.* Pour d’autres tauopathies telles que la DCB, la PSP ou
encore certaines DFT, des profils distincts de la MA sont caractérisables par cette séparation

en WB.

De nombreuses techniques permettent a ce jour d’extraire les PHF a partir d’homogénats de
cerveaux de patients atteints par la MA. Nous avons choisi de nous baser sur une méthode
faisant intervenir une élimination séquentielle des lipides et débris cellulaires contenus dans
I’homogénat de cerveau puis une incubation dans une solution contenant un détergent, le
lauryl sarkosinate de sodium ou sarkosyl. Les PHF, contrairement a la majorité des autres
protéines contenues dans de tels homogénats, restent insolubles dans les détergents et le

sarkosyl en particulier.

Dans un contexte de caractérisation de 1ésions d’une part et d’outils développés au sein d’un
consortium d’autre part afin d’améliorer les outils biologiques préexistants, il s’avere

indispensable de travailler sur des piéces anatomiques cérébrales avant de projeter les

" Cf. Chapitre 1 —1.2.3.2 : Lésions tauopathiques.
T Cf. Chapitre II — 2.1.2 : Physiopathologie de la protéine tau.
! Cf. Chapitre II — Physiopathologie de la protéine tau.
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applications potentielles de ces outils dans les fluides biologiques. Pour caractériser ces outils
et pour I’étude de co-pathologies, il m’a été confi¢ la mise en place d’une technique
biochimique d’extraction des PHF en vue de leur caractérisation en WB et de leurs dosages

ultérieurs en ELISA.

1 PATIENTS ET METHODES

1.1 Patients

Les cerveaux proviennent de patients autopsiés a 1’hopital Neurologique de Lyon (France)
ainsi que dans les Hopitaux de Wien (Autriche) et Budapest (Hongrie). Nous avons
sélectionné un total de 5 patients : 2 patients dont un diagnostic neuropathologique de MA a
différents stades de Braak (stades de Braak 1 et 5) a été porté, un patient atteint par une
maladie de Pick confirmée histo-pathologiquement, un patient atteint par une mutation S3051"
sur le géne de la protéine tau et enfin un patient contrdle asymptomatique et sans lésions
cérébrales constatées a 1’examen neuropathologique. Les familles de tous les patients ont
donné leur accord et consentement éclairé pour une utilisation des tissus a des fins de

recherche.

1.2 Extraction des PHF intracérébrales

La méthode d’extraction sur laquelle nous nous sommes basés et que nous avons modifiée
pour concentrer les PHF intracérébrales, a été décrite en 2003.°*° Nous avons réalisé des
homogénats de substance grise a partir des tissus cérébraux congelés des patients. Plusieurs
zones cérébrales correspondant a la diffusion des DNF dans la classification
neuropathologique de Braak ont été sélectionnées sur chaque patient: hippocampe, cortex
frontal, cortex pariétal, cortex occipital et cervelet. Les homogénats sont réalisés a 20%
(m/vol) dans un tampon de broyage (50mM Tris, pH 7.4, 0.8M NaCl et 10mM EGTA) et
obtenus grace a I'impact de billes plastiques sur le tissu au sein du broyeur mécanique
d’échantillons biologiques (BioRad Laboratories, Inc, Hercules, CA, USA). Aprés ajout

d’inhibiteurs de phosphatases a 1% en concentration finale (phosphatase inhibitor cocktail 2,

"1l s’agit ici d’une des nombreuses mutations (plus de 30 connus a ce jour) touchant le géne de la protéine tau
sur le chromosome 17. Cette mutation rentre dans la classe pathologique des DFTP-17. Cf. Chapitre II - 2.1.2 :
Physiopathologie de la protéine tau.
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Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) pour é&viter une perte de signal pour les
phosphorylations,’®* les homogénats sont ensuite ultracentrifugés a 100 000g pendant 25 min
(Sorvall® Discovery  M150 SE, Thermo scientific) puis les culots sont repris dans un tampon
glucosé (10mM Tris, pH 7.4, 0.85M NaCl, ImM EDTA, 20mM NaF et 10% de glucose). Les
homogénats sont centrifugés pendant 25 min a 20 000g, du sarkosyl est ajouté dans le
surnageant a hauteur de 1% (vol/vol) en concentration finale. Le surnageant est incubé
pendant 2 heures a température ambiante puis centrifugé 45 min a 100 000g. Le culot ainsi

formé est la fraction de PHF insolubles dans le sarkosyl.

1.3 Western Blot

Les culots formés sont repris dans un tampon de charge dénaturant (TD4215) puis chauffés
pendant 10 min a 100°C. Les échantillons sont déposés sur un gel SDS polyacrylamide de
gradient 4-12% (NuPAGE, Invitrogen) pour une migration de 1h30 a 150V (200mA). Les
protéines sont ensuite transférées sur une membrane Immobilon-P (taille des pores: 0.45um,
Millipore) pendant 1 h a 60mA par gel (4V) puis les membranes sont saturées dans un tampon
PBS contenant du lait a 5% (m/vol) pendant 12 heures a 4°C. Les membranes sont ensuite
incubées 2 heures avec l’anticorps monoclonal T46 (Signet, Dedham, MA, USA ; 1/2000
dans un tampon PBS contenant du lait a 0.5% [m/vol] et du Tween-20 a 0.5% [vol/vol]),
dirigé contre les résidus 404-441 de la protéine tau et reconnaissant les 6 isoformes de la
protéine humaine. Apres lavage de la membrane, elle est incubée 1h avec un anticorps de
révélation dirigé contre les IgG de souris couplé a la peroxydase (Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) a une concentration de 1/10 000. La révélation est
par la suite réalisée par une technique de chimioluminescence (Pierce Biotechnology,

Rockford, IL, USA).
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2 RESULTATS
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Figure 41. Western Blots de PHF extraites de différentes zones cérébrales de deux
patients atteints par une maladie d’Alzheimer a des stades de Braak 5 et 1 révélés avec
P’anticorps T46. F : cortex frontal ; P : cortex parietal ; O : cortex occipital ; C: cervelet; PM :
poids moléculaires ; 5 : stade de Braak 5 ; 1 : stade de Braak 1 (Expositions : A : 5 secondes ; B: 1

minute).

L’anticorps T46 permet de marquer les PHF issus de zones cérébrales normalement atteintes
(cortex frontal, pariétal et occipital) au stade de Braak 5 (figure 42). Cette révélation nécessite
un temps d’exposition plus long pour le cortex occipital. Cette détection est spécifique car elle
ne marque ni le cervelet aux 2 stades de Braak ni le cortex frontal, pariétal et occipital au

stade de Braak 1
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Figure 42. Western Blot des PHF dans le cadre d’une mutation S305I et d’une maladie
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de Pick révélés avec I’anticorps monoclonal T46. 1: PHF extraites d’un cerveau de patient
atteint par une mutation S305I du geéne de la protéine tau ; 2 : PHF extraites d’un cerveau de patient
atteint par une maladie de Pick ; 3 : PHF issues d’un patient atteint par une maladie d’Alzheimer ; F :

cortex frontal ; H : hippocampe ; C : cervelet.

Les PHF issues de cerveaux de patients atteints par une mutation S3051 du gene de la protéine
tau et d’une maladie de Pick montrent des profils éléctrophorétiques différents de ceux
observés dans la MA (figure 42). Nous pouvons noter des bandes de 69kDa et 64kDa ainsi
que la bande minoritaire de 74kDa révélées dans le cortex frontal ainsi que dans I’hippocampe
du patient atteint pas une mutation S3051 en I’absence de la bande de 55kDa. De plus, nous
remarquons un léger marquage au niveau du cervelet (figure 42, ligne 3). Nous constatons des
bandes de 64kDa et 55kDa dans le cortex frontal du patient atteint par une maladie de Pick en
I’absence de la bande de 69kDa. De plus, aucun marquage n’est constaté¢ au niveau de

I’hippocampe ou du cervelet pour ce patient.

3 DISCUSSION

Nous venons de décrire une technique biochimique en complément de 1’examen
neuropathologique pour caractériser une tauopathie de méme que pour évaluer son stade
évolutif et la progression des lésions au sein du cortex dans la MA (figure 41). De plus, cette
technique apparait tout a fait intéressante pour le diagnostic post-mortem de patients atteints
d’autres tauopathies telles que la maladie de Pick ou des mutations du gene de la protéine tau

retrouvées dans les DFTP-17 (figure 42).
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La maladie de Pick est une pathologie caractérisée par une accumulation préférentielle de
protéines tau d’isoformes 3R. Le profil électrophorétique des protéines tau pathologiques
retrouvées dans les 1ésions cérébrales via 1’extraction des PHF nous permet de confirmer ce
diagnostic neuropathologique. De méme, il existe de nombreuses mutations du gene de la
protéine tau conférant un phénotype de DFTP-17.2" 27" La plupart de ces mutations résident
en une accumulation préférentielle en protéines tau d’isoformes 4R. Nous avons observé ces
PHF constituées de protéines tau d’isoformes 4R dans une mutation S305I du gene de la

protéine tau (figure 42).

Le cas de mutation que nous avons ¢tudié était un patient suivi a I’Institut National de
Psychiatrie et de Neurologie de Budapest ayant développé une symptomatologie
comportementale d’origine frontale a I’age de 39 ans.”®” 1l a développé par la suite un
syndrome parkinsonien asymétrique associ¢ a une ophtalmoplégie verticale, un syndrome
bulbaire et I’apparition d’une démence. Le déces est survenu 1 an et demi apres 1’apparition
des premiers troubles. L’examen neuropathologique a révélé un profil 1ésionnel tauopathique
singulier avec des grains argyrophiles et des lésions gliales en 1’absence de DNF et de plaques
neuritiques. De plus, un léger marquage glial de la protéine tau a été observé au sein de la
substance blanche cérébelleuse chez ce patient. De fagon intéressante, nous retrouvons en WB
un léger signal avec I’anticorps T46 dans le cervelet (figure 42) témoignant des lésions

observées anatomopathologiquement.

L’extraction des PHF intracérébrales et I’étude de son profil électrophorétique nous parait
donc une analyse informative et trés complémentaire a 1’analyse immunohistochimique. En
effet, dans certaines pathologies, par exemple le syndrome parkinsonien post-encéphalitique,
il reste difficile de conclure neuropathologiquement quant a I’étiologie. Les Iésions cérébrales
retrouvées dans cette maladie sont treés similaires a celles observées dans la PSP par exemple.
Seule la signature biochimique des PHF séparées électrophorétiquement est différente. Les
PHF retrouvées dans la PSP montrent un doublet a 69 et 64 kDa alors que celles retrouvées
dans le cerveau des patients atteints par un syndrome parkinsonien post-encéphalitique
montrent le triplet caractéristique de la MA (55, 64 et 69kDa).’** Cette analyse confére donc
une meilleure performance du diagnostic de certitude pour le diagnostic différentiel des

maladies neurodégénératives.
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Comme nous 1’avons évoqué précédemment* les démences neurodégénératives répondent a
une nosographie qui se complexifie avec le temps et les cas rapportés, et bons nombres
d’observations tendent a prouver que ces maladies s’intriquent dans un continuum
pathologique faisant intervenir toutes les protéines impliquées dans ces différentes démences
neurodégénératives. Cette méthode d’analyse biochimique, centrée sur la protéine tau, peut
donc permettre de mieux décrire, en rapport avec la neuropathologie, des phénoménes

lésionnels concomitants.>*

Comme nous I’avons vu, les maladies neurodégénératives sont classées en protéinopathies par
leurs types de dépdts protéiques. Ces pathologies montrent pourtant, d’un point de vue
neuropathologique, une coexistence fréquente des différentes 1ésions caractérisant ces groupes
pathologiques.®> " La MCJ n’échappe pas 4 ce phénomeéne et des accumulations d’a-Syn,
d’AB et de protéines tau sont parfois retrouvées dans la vMCJ ainsi que certains cas
sporadiques.”®® *" La mutation E200K du géne de la PrP est la plus fréquemment rencontrée
dans les formes génétiques de MCJ. Afin d’étudier plus précisément ce phénomene 1ésionnel
coexistant dans cette pathologie, nous avons caractérisé sur les tissus cérébraux disponibles
une analyse patho-biochimique des tauopathies chez les patients atteints par une MCJ due a la

mutation E200K.

" Cf. Chapitre I — 1.2.3.3 Maladie d’Alzheimer et démences mixtes.
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Résumé de ’article:

La mutation E200K du gene de la protéine Prion (PrP) est la mutation associée a la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (MCJ) la plus fréquemment rencontrée dans le monde. En plus des dépdts
de PrP, des dépdts de protéines tau, d’a-synucléine (0a-Syn) et d’amyloide B (AP) ont été
décrit dans les maladies a Prion humaines. Afin de décrire ces altérations neuropathologiques
concomitantes, nous avons effectué une étude clinique, neuropathologique et biochimique sur
39 patients atteints d’une mutation E200K provenant de différents pays européens. Les
symptomatologies les plus fréquemment rencontrées €taient une démence et une ataxie suivie
par des myoclonies et plusieurs troubles associés tels qu'une ophtalmoplégie verticale et une
polyneuropathie. L’examen neuropathologique a révélé un profil Iésionnel uniforme
prédominant au niveau des ganglions de la base, du thalamus ainsi que de la substance noire.

1es

Plusieurs types de PrP™, ainsi que des formes mixtes, ont été¢ observés en western blot. Un
dépot de PrP intraneuronal au sein des noyaux gris centraux a aussi été observé. L’examen
des dépots protéiques a permis de révéler de I’AP parenchymateuse dans 53.8% des cas ainsi
qu’une angiopathie amyloide dans 23.1% des cas. Des neurites immunoreactives pour les
protéines tau phosphorylées (92.3%) ainsi que des dégénérescences neurofibrillaires (38.4%)
ont été observées. De plus, de nouvelles formes de 1ésions tauopathiques ont été révélées
(33.3%) ainsi que des corps de Lewy (15.4%). Aucun dép6t de TDP-43 ou de FUS n’a été
observé. La présence de pathologies intercurrentes associées aux dépots de PrP est plus la

régle que I’exception et ces différents dépots protéiques (protéines tau, o-Syn et AB) sont

présents au niveau des aires cérébrales investis par les dépots pathologiques de PrP. Au sein
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de notre cohorte de patients, différents phénotypes cliniques ont été décrits avec certaines
présentations atypiques telles que des troubles mnésiques précoces ou encore un syndrome
Parkinsonien survenant des années avant [’altération rapidement progressive. Ces
présentations cliniques atypiques lors d’'une MCJ ayant pour origine une mutation E200K sont
fréquemment associées a des pathologies intercurrentes dans notre cohorte et laisseraient
présager de I'importance de ces co-pathologies en tant que substrat pathologique de ces
présentations cliniques atypiques. Des suspicions cliniques de maladies neurodégénératives
(telle qu’une maladie de Parkinson par exemple) avec un age de survenu précoce (50-60 ans)
prenant la forme de démences avec ataxies de maniere rapidement progressive devraient aussi
faire évoquer une MCJ génétique pour le clinicien. Des interactions entre la PrP et les
protéines tau, a-Syn et AP ont été observées et nos résultats suggerent des interférences entre
la PrP mutée via la mutation E200K et ces 3 autres protéines conduisant a leurs dépots
pathologiques. Au final, il s’agit de la premiere démonstration de la coexistence fréquente de
différents processus neurodégénératifs dans une MCJ génétique. Ces résultats ouvrent un
champ nouveau de recherche afin de mieux comprendre les interactions entre ces protéines
avec une possible synergie favorisant 1’expression clinique de cette maladie. En effet, cette
synergie serait une hypothése trés séduisante pour expliquer 1’hétérogénéité de cette
expression clinique existant parfois au sein d’une méme famille portant la mutation en
position 200 du géne de la PrP. Au-dela de cette forme génétique de MCJ, ce nouvel axe de
recherche devrait nous faire progresser sur la connaissance d’un substrat pathologique

pouvant expliquer en partie les phénotypes cliniques atypiques.
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Abstract The E200K mutation is the most frequent prion
protein gene (PRNP) mutation detected worldwide that is
associated with Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) and
thought to have overlapping features with sporadic CJD,
yet detailed neuropathological studies have not been
reported. In addition to the prion protein, deposition of tau,
o-synuclein, and amyloid- has been reported in human
prion disease. To describe the salient and concomitant
neuropathological alterations, we performed a systematic
clinical, neuropathological, and biochemical study of 39
individuals carrying the E200K PRNP mutation originating
from different European countries. The most frequent
clinical symptoms were dementia and ataxia followed by
myoclonus and various combinations of further symptoms,
including vertical gaze palsy and polyneuropathy. Neuro-
pathological examination revealed relatively uniform
anatomical pattern of tissue lesioning, predominating in the
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basal ganglia and thalamus, and also substantia nigra, while
the deposition of disease-associated PrP was more influ-
enced by the codon 129 constellation, including different or
mixed types of PrP™*® detected by immunoblotting. Unique
and prominent intraneuronal PrP deposition involving
brainstem nuclei was also noted. Systematic examination
of protein depositions revealed parenchymal amyloid-f in
53.8%, amyloid angiopathy (AB) in 23.1%, phospho-tau
immunoreactive neuritic profiles in 92.3%, neurofibrillary
degeneration in 38.4%, new types of tau pathology in
33.3%, and Lewy-type a-synuclein pathology in 15.4%.
TDP-43 and FUS immunoreactive protein deposits were
not observed. This is the first demonstration of intensified
and combined neurodegeneration in a genetic prion disease
due to a single point mutation, which might become an
important model to decipher the molecular interplay
between neurodegeneration-associated proteins.
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Introduction

Prion diseases are acquired, sporadic or genetic in origin.
Mutations in the prion protein (PrP) gene (PRNP) are asso-
ciated with spongiform encephalopathy (Creutzfeldt-Jakob
disease, CJD) or PrP amyloidosis (Gerstmann-Striussler-
Scheinker disease, or cerebral amyloid angiopathy) [37]. In
addition to the mutation, the constellation at codon 129
(methionine/methionine, MM, or valine/valine, VV, homo-
zygosity, MV heterozygosity) seems to influence phenotypes
also in genetic prion diseases [42, 46]. The E200K mutation
is the most frequent PRNP mutation detected worldwide that
is associated with CJD [5, 21, 22, 41, 42, 49], with increased
incidence among Libyan Jews and in Slovakia and Hungary
[29, 33, 35, 40, 47, 49]. Examination of microsatellite
markers indicated at least four different ancestral origins,
with cases in Hungary or Slovakia differing in origin from
those in Austria, France, or Belgium and other parts of the
world [44]. Clinical presentations overlap with those
described in sporadic CJD, furthermore, insomnia, vertical
gaze palsy, and polyneuropathy were described as well [1, 2,
8, 42, 47, 50, 64].

Prion diseases are representatives of neurodegenerative
diseases, which are classified by protein depositions such
as o-synucleinopathies, tauopathies, TDP-43, or FUS pro-
teinopathies, or diseases associated with the deposition of
amyloid-B (AB). These proteinopathies show considerable
overlap [36] and were described as concomitant patholo-
gies in prion diseases as well. a-Synucleinopathies like
Parkinson‘s disease (PD) are characterized by deposition in
the brain of a-synuclein protein in the form of Lewy bodies
and neurites that may be also detected in about 10% of
subjects above 60 years, most likely representing pre-
symptomatic PD [12]. An increased prevalence of Lewy
bodies was found in elderly sporadic CJD (23.5%) and also
in the acquired variant CJD [66]. Phospho-tau immunore-
active neuritic profiles around amyloid plaques are features
of variant CJD [19]. Neurofibrillary tangle pathology,
morphologically similar to Alzheimer’s disease (AD), is
associated with PrP gene (PRNP) mutations with promi-
nent PrP amyloid deposition [17]. Moreover, abundant A
deposits may be detected in sporadic CJD with higher age
and a specific clinicopathological profile [11]. Codistribu-
tion of AP and disease-associated PrP was recently
demonstrated in three cases of E200K mutation of Hun-
garian origin [18].

There are studies summarizing clinical features [47, 63],
furthermore, case reports on neuropathological alterations
[8, 9, 26, 30, 45, 64] or evaluation of certain regions (e.g.
cerebellum) [32, 49], and biochemical evaluations of pro-
tease-resistant PrP (PrP™®%) [7, 27, 57] of individuals with
CJD associated with E200K mutation. However, there is a
paucity of systematic neuropathological evaluation of
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cases. Thus, in the present paper we report the results of a
comprehensive and systematic clinical, neuropathological,
and biochemical study of 39 individuals carrying the
E200K PRNP mutation originating from different Euro-
pean countries. In addition to various types of PrP
immunoreactivity, we found surprisingly high proportion
of cases with various depositions of neurodegeneration-
associated proteins (AP, phospho-tau, a-synuclein).

Materials and methods
Selection of cases

Within the European surveillance for human prion diseases,
we systematically examined 39 patients (4 Austrian, 3
Belgian, 6 French, and 26 Hungarian) with confirmed
E200K mutation in PRNP. Clinical and neuroradiological
data were obtained retrospectively. These patients were
notified as suspected CJD patients to the national surveil-
lance network, using the current clinical criteria for CJD,
and verified at postmortem. When a sign was indicated as
absent, it means that it was checked and found negative.
Genetic analysis was performed using genomic DNA iso-
lated from blood samples or frozen brain tissue as published
before, after informed consent to the patient or one of his
relatives in the frame of CJD Surveillance [16, 35, 56].

Neuropathology

Formalin fixed, paraffin-embedded tissue blocks (2.5 x
2.0 cm) were evaluated. Post mortem delay was generally
within 24 h except for three cases (48 h). The latter were
not included in our biochemical studies. In addition to
hematoxylin and eosin staining, the following monoclonal
antibodies were used for immunohistochemistry: anti-tau
AT8 (pS202, 1:200) AT100 (pS212, 1:200), ATI180
(pT231, 1:200), HT7 (tau 169-163, 1:100; all from Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA), anti-phospho-TDP-43
(pS409/410, 1:2,000, Cosmo Bio, Tokyo, Japan), anti-
a-synuclein (1:10,000, clone 4D6, Signet, Dedham, MA,
USA), anti-AB (1:50, clone 6F/3D, Dako, Glostrup,
Denmark), anti-PrP (1:1,000, 12F10, Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA), anti-4R tau (RD4, 1:200, Upstate,
Charlottesville, VA, USA), and anti-3R tau (RD3, 1:2,000,
Upstate). In addition, we used the following polyclonal
antibodies: anti-AB-40 (1:200) and anti-AB-42 (1:50;
both Signet, Dedham, MA, USA), and anti-FUS (1:1000,
Sigma, St. Louis, MO, USA). The DAKO EnVision©
detection kit, peroxidase/DAB, rabbit/mouse (Dako, Glost-
rup, Denmark) was used for visualization of antibody
reactions. Examined anatomical regions are summarized
in Table 1. Neuropathological alterations (spongiform
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Table 1 Summary of anatomical regions examined using different
antibodies for immunostaining

Anatomical PrP pTau o-Syn AP pTDP-43 FUS Ubi
region/antibody
Frontal cortex +  + + + + + 4+
Cingular cortex + + + - - — —_
Parietal cortex + - — - - _ _
Temporal cortex + + + + - — —
Occipital cortex + + - + - — _
Hippocampus CA +  + + + 4+ + +
subregions
Dentate gyrus + + + + + + +
Subiculum +  + + + 4+ + +
Entorhinal cortex + + + + + + +
Caudate nucleus + + + + - - —
Putamen + + + + - - —
Globus pallidus + + + + - - —
Thalamus medial + + — - - _ _
nuclei
Thalamus lateral + + — - - — _
nuclei
Substantia nigra +  + + - 4+ + +
Dorsal raphe nucleus +  + + I — — _
Locus coeruleus + + + - - — _
Pontine base nuclei + + + - = — _
Inferior olives +  + + - = — _
Hypoglossus nucleus + + + - - - —
Dorsal vagus nucleus +  + + - = — _
Dentate nucleus + + + + + + +
Cerebellar cortex + 4+ + + + + +

change, astrogliosis, neuronal loss, and degree of various
protein depositions) were semiquantitatively (none, mild,
moderate, severe) evaluated in all examined anatomical
regions.

Double immunolabeling was performed using mono-
clonal PrP (12F10, 1:300), Abeta (1:20, Dako), Tau AT8
(1:100), SMI-31 (1:2000, Covance, Berkeley, CA), Map-2
(1:250, Millipore Corp., Billerica, MA), HLA-DR (1:50,
Dako), and polyclonal GFAP (1:1500, Dako). The fluo-
rescence-labeled secondary antibodies were Alexa Fluor
(AF) 555 donkey anti-mouse IgG (1:200; Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR, USA), AF 488 goat anti-rabbit
(1:200; Molecular Probes, Inc.), and Zenon AF 488 Mouse
IgG, (Molecular Probes, Inc.). The following combinations
were applied: PrP (AF 555)/Tau (Zenon 488); PrP (AF
555)/Abeta (Zenon 488); HLA-DR, SMI-31, and Map-2
(AF 555)/Tau (Zenon 488), and Tau (AF 555)/GFAP (AF
488). Double immunolabeling involving anti-PrP antibody
was performed after pretreatment of the section with
20 min heat-induced epitope retrieval with citrate buffer
(pH 6) followed by 2 min formic acid (96%); for all others

20 min heat-induced epitope retrieval with citrate buffer
was used. We evaluated double immunofluorescent label-
ing with a Zeiss LSM 510 confocal laser microscope.

Immunoblotting
Prion protein

Western blot analysis was performed as previously
described with minor modification [58]. Briefly, 20% cor-
tical gray matter homogenates were obtained using buffer
containing 5% glucose in ultra pure grade water. Homog-
enates were diluted twofold in buffer [100 mM Tris (pH
7.4), 0.5% glucose, 0.9% NaCl] and digested with pro-
teinase K (25 pg/ml) for 1 h at 37°C before stopping
digestion by 1 mM PMSF. Digested homogenates were
further ultracentrifuged (Sorvall Discovery M150 SE,
Thermo, USA) in N-lauryl-sarcosyl (final concentration of
10%) for 75 min at 140,000 rpm. Pellets were resuspended
with a denaturing buffer (125 mM Tris, 4% SDS, 20%
glycerol), heated for 5 min at 100°C and centrifuged at
12,000g for 10 min. The supernatant was collected for
western blot analysis. Samples and biotinylated molecular
mass marker (SIGMA, range 14.3-97.0 kDa) were run on
16% SDS-PAGE gels. In addition, selected samples were
also run on a 12% gel. All immunoblots were incubated
with the monoclonal antibody 3F4 (recognizing the epitope
at PrP residues 108-111) at a concentration of 0.1 pg/ml
(Proteinogenics, USA), followed by incubation with a goat
anti-mouse IgG horseradish peroxidase (HRP) conjugated
antibody and detection using a chemiluminescent substrate
(Supersignal Dura, Pierce, USA).

Tau

Frozen brain tissue from four neuropathologically con-
firmed E200K genetic CJD patients (3 French and 1
Hungarian), one confirmed AD patient and one control
brain from an individual lacking tau pathology was
obtained. Insoluble tau fraction was extracted as described
[28] with some modifications. Briefly, 20% cortical gray
matter homogenates were prepared using a buffer con-
taining 50 mM Tris (pH 7.4), 0.8 M NaCl, and 10 mM
EGTA. Homogenates were centrifuged at 100,000g for
25 min and the resulting pellets were homogenized in
1 mL of buffer containing 10 mM Tris (pH 7.4), 0.85 M
NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM NaF and 10% sucrose.
Following centrifugation for 25 min at 20,000 rpm,
sarkosyl was added to supernatants to a final concentration
of 1%. After incubation at RT for 2 h, the supernatants
were centrifuged at 100,000 rpm for 45 min. The sarkosyl-
insoluble pellets were suspended in 50 pL. Laemmli buffer
and heated for 10 min at 100°C.
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Table 2 Summary of clinical

and demographic data Features PRNP codon 129 All**
MM MV \AY
Number of cases 21 (58.3%) 14 (38.9%) 1 (2.8%) 36/39
Women 14 (35.8%) 5 (12.8%) 1 (2.5%) 22 (56.4%)
Men 7 (17.9%) 9 (23%) 0 17 (43.6%)
Age at death (mean + SE) 59.76 &+ 2.27 60.64 + 1.81 66.0 60.28 + 1.49
Duration of illness (mean + SE) 4.20 £+ 0.60 5.77 £ 0.84 4.0 479 + 0.48
Age range 33-76 46-74 66.0 33-76
Duration of illness range 2-12 1-13 4 1-13
Dementia 17 (81%) 14 (100%) 1 35 (89.7%)
Ataxia 16 (76.2%) 12 (85.7%) 1 32 (82.1%)
Myoclonus 13 (61.9%) 5 (35.7%) 1 20 (51.3%)
Duration of illness is given in Pyramidal signs 10 (47.6%) 5 (35.7%) 0 15 (38.5%)
months, age at death in years Rigidity/Parkinsonism 2 (9.5%) 3 (21.4%) 0 6 (15.4%)
From the 39 cases involved in Chorea/Dystonia 9 (42.9%) 4 (28.6%) 0 14 (35.9%)
Fhe study, Clinicgl information Gaze palsy 3 (14.3%) 1 (7.1%) 0 4 (10.3%)
n one ?;;evj:felg(;h;:ﬁ:ge"“ Insomnia* 2 9.5%) 1 (7.1%) 0 3 (7.7%)
PSWC periodic sharp wave Early psychiatric symptoms 5 (23.8%) 2 (14.3%) 0 7 (17.9%)
complexes with triphasic Early behavioral change 5 (23.8%) 1 (7.1%) 1 7 (17.9%)
morphology Polyneuropathy 2 (9.5%) 3 (21.4%) 0 6 (15.4%)
* Reported prominent insomnia EEG: PSWC 10/19 (52.6%) 4/13 (30.8%) 0 15/35 (42.9%)
without polysomnography MRI: high signal in striatum 6/12 (50%) 2/6 33.3%) 1 9/19 (47.3%)
** Including cases where there iRy pioh signal in thalamus 212 (16.7%) 2/6 (33.3%) 0 4/19 (21%)

was a lack of data on codon 129

Samples were run on 4-12% gradient SDS-polyacryl-
amide gels (NuPAGE, Invitrogen). Proteins then were
transferred onto Immobilon-P membranes (0.45 pm pore
size, Millipore) and blocked overnight at 4°C. Afterwards,
the membranes were incubated using the following primary
antibodies: Anti-tau T46 (Signet, Dedham, MA, USA;
1:2,000 in PBS containing 0.5% Tween-20 and 0.5% dry
milk) is a monoclonal antibody [34] raised against all six
isoforms of human tau recognizing both recombinant human
tau and PHF-tau on immunoblots; the phospho-dependent
anti-Tau AT8 (Innogenetics, Gent, Belgium; 1:1,000 in PBS
containing 0.1% Tween-20 and 0.5% dry milk) is a mono-
clonal antibody [20] directed against both Ser202 and
Thr205 phospho-epitopes of tau; for the analysis of repeat
isoforms in insoluble tau we used clone 8E6/C11 for the
detection of three-repeat isoform RD3 of tau [10] (Millipore,
Temecula, CA, USA; 1:1,000 in TBS containing 0.05%
Tween-20 and 0.5% dry milk) and clone 1E1/A6 for the
detection of four-repeat isoform RD4 of tau [65] (Millipore,
Temecula, CA, USA; 1:1,000 in TBS containing 0.05%
Tween-20 and 0.5% BSA). After incubation with a goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-
body (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West
Grove, PA, USA) at a final dilution of 1/10,000, immuno-
logical detection was performed using chemiluminescence
technology according to the manufacturer’s instructions
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA).

@ Springer

Statistical analysis

Duration of illness, age at death, scores of neuropatho-
logical variables in different groups were compared using
one-way ANOVA test or 1 test.

Results
Summary of clinical and genetic data

Clinical data were available for 38 (out of 39) patients
(Table 2). Analysis of PRNP codon 129 was available for
36 patients. Age at death did not differ between constel-
lations of codon 129, while the duration of illness was
longer in patients with MV at codon 129, although in our
cohort it did not reach the level of significance (p > 0.05).
The most frequent clinical symptoms were dementia and
ataxia followed by myoclonus and various combinations of
further symptoms. Prominent vertical gaze palsy was
described in 10.3% of patients, and polyneuropathy (axonal
and rarely demyelinative) was noted in 15.4%, while early
psychiatric symptoms or behavioral change was also noted
in approximately one-fifth of individuals. Cranial MRI
images were available for one-third of the patients; high
signal in the basal ganglia was noted in approximately half
of the patients, while high signal in the thalamus was seen
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Fig. 1 Lesion and PrP immunoreactivity profiles and anatomical
correlations of PrP immunoreactivities in E200K genetic CJD cases
grouped according to the codon 129 polymorphism. a Lesion profiles
[53] obtained by averaging the three scores (see text) for spongiform
change, neuronal loss, and gliosis in the following gray matter
regions: frontal cortex (FC), temporal cortex (7C), parietal cortex
(PC), occipital cortex (OC), hippocampus CAl subregion (HI),
entorhinal cortex (EC), neostriatum (S7), medial thalamus (TH),
substantia nigra (SN), midbrain periaqueductal gray (PG), locus
coeruleus (LC), medulla oblongata (ME), cerebellum (CE). b PrP
immunoreactivity profiles obtained by averaging the scores of
different PrP immunoreactivities in the same regions indicated in a.

¢ Percentage of cases with E200K genetic CJD grouped according to
the polymorphism at codon 129 with or without different kinds of PrP
immunoreactivities (two graphs on the left side) and the percentage of
involved regions showing different PrP immunopositive patterns (two
graphs on the right side). d Distribution of cases showing stripe-like
PrP deposition in the molecular layer of the cerebellum in different
groups (according to codon 129 polymorphism) of E200K genetic
CJD cases. e Comparison of scores of spongiform change and
neuronal loss in the cerebellar molecular layer and granular layer,
respectively, in E200K genetic CJD cases with or without stripe-like
pattern of PrP immunoreactivity
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Fig. 2 Neuropathological
alterations in the substantia
nigra. a Neuronal loss and
extracellular pigment in the
substantia nigra in a
representative case (bar graph
indicates 30 pm). b Distribution
of cases with none, mild,
moderate or severe lesioning in
the substantia nigra

in four patients, two of them with thalamic signal that was
higher than in the basal ganglia, and was reminiscent of the
pulvinar sign described in variant CJD [39]. Periodic sharp
wave complexes with triphasic morphology were described
in 43% of the patients’ EEGs.

Neuropathological alterations

Spongiform change, neuronal loss and reactive astrogliosis
of variable degree were observed in all cases. Vascular
pathology with infarctions was seen in two cases. The
distribution of spongiform change was relatively uniform
in all patients irrespective of the constellation at codon 129
(Fig. 1a). In addition to neocortical regions, caudate
nucleus, putamen and thalamic nuclei were most severely
affected. In the cortex the deeper layers were frequently
more involved, while in the hippocampal region, subicu-
lum and entorhinal cortex had most tissue lesioning.
Interestingly, the cerebellar cortex was relatively preserved
in many cases. Gliosis and neuronal loss followed the
degree of spongiform change, but predominated over
spongiform change in the thalamus, particularly in brain-
stem nuclei (see supplemental Fig. 1a). Neuronal loss with
extracellular pigment was frequently seen not only in the
substantia nigra (Fig. 2a) but also in the locus coeruleus
and dorsal raphe nucleus. Indeed, many cases with MM or
MYV at codon 129 showed moderate (28% MM, 42% MV)
or severe (14% MM, 7% MV) lesioning in the substantia
nigra, and only 15% of the cases in each group exhibited
preserved neurons (0 score) (Fig. 2b). One case showed
severe damage of the cortex with myelin loss and gliosis in
the white matter compatible with a panencephalopathic
form of CJD (62-year-old Belgian patient with 14 months
duration of disease).

Characterization of proteinopathies
Prion protein

Immunohistochemistry Immunostaining for PrP revealed
diffuse/synaptic deposits, patchy aggregates in the neuropil
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or around vacuoles, plaques without amyloid characteris-
tics, fine perineuronal immunodeposits, and prominent
intraneuronal dots (Fig. 3a—e). In cortical areas, laminar
accentuation of PrP immunoreactivity was evident in many
cases (Fig. 3f); synaptic or absence of PrP immunoreac-
tivity frequently alternated with small foci showing
prominent patchy aggregates of PrP (Fig. 3g). Of note was
the frequent coarse deposition in medial thalamus
(Fig. 3h). Prominent immunodeposition (synaptic and in-
traneuronal type) was noted in brainstem nuclei (Fig. 3i)
and other subcortical areas (Fig. 3j). Although the
involvement of regions was not significantly different
between cases (Fig. 1b) and synaptic PrP immunoreactivity
was seen in all cases, plaque-like structures and intraneu-
ronal PrP immunodeposition predominated in cases with
MV at codon 129 (Fig. lc, supplemental Fig. 1b), partic-
ularly in the cortex. Plaque-like structures were more
frequent in the hippocampus (Fig. 3k). When present, in-
traneuronal immunoreactivity always involved brainstem
nuclei and showed prominent layer difference (deep
layers > upper layers) in the cortex (see supplemental
Fig. 1c). In the cerebellum, majority of the cases showed
prominent PrP immunoreactivity restricted to the molecu-
lar layer in a stripe-like pattern [32] (Fig. 1d). Interestingly,
these cases showed less prominent spongiform change in
the molecular layer and less neuronal loss in the granular
layer in comparison to cases with diffuse/synaptic PrP
immunoreactivity involving all layers (Figs. 31-o, le).

Western blot analysis of PrP™ Six French and four
Hungarian subjects with confirmed prion diseases associ-
ated with E200K mutation on the PRNP gene were
examined. Six individuals were methionine (MM) homo-
zygous at codon 129 and 4 were heterozygous (methionine/
valine, MV). E200K mutation was coupled with methio-
nine at codon 129 in all cases. One further Austrian case
homozygous for valine (VV) at codon 129 was published
before [26].

The molecular type of PrP™ was determined by com-
parison with PrP™* type 1 and type 2 from the prefrontal
cortex of two patients with sporadic CJD as reference
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Fig. 3 Immunostaining for disease-associated prion protein. Immu-
nostaining for PrP reveals diffuse/synaptic deposits (a), patchy/
perivacuolar aggregates in the neuropil (b), plaque-like structures
without amyloid characteristics (c), fine perineuronal immunodeposits
(d), and prominent intraneuronal dots (e). In cortical areas laminar
accentuation of PrP immunoreactivity is evident in many cases (f). In
circumscribed cortical areas prominent patchy aggregates of PrP are
seen (g). Coarse aggregates are frequent in the medial thalamus (h).
Prominent immunodeposition (synaptic and intraneuronal type) in the

standard (MM type 1 and VV type 2) [53]. The PrP™*
patterns observed in these patients with the E200K muta-
tion appeared distinct from the PrP™® pattern of patients

locus coeruleus (i) and the lateral geniculate body (j). Plaque-like
structures are frequent in the hippocampus (k). In the cerebellum less
prominent spongiform change and neuronal loss (I, H&E) are
associated with a stripe-like pattern of PrP immunoreactivity in the
molecular layer of the cerebellum (m), contrasting those with obvious
spongiform change and neuronal loss (n, H&E) and diffuse/synaptic
PrP immunoreactivity (o). Bar graph in a indicates 60 um for a—e and
i-k, 500 pm for g, h, 1,000 um for f, and 150 pm for l-o

with sporadic CID PrP™* type 1 and type 2. These atypical
patterns were apparently linked to an increase in the
amounts of diglycosylated bands and a lower representation
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of the unglycosylated one, associated with a discrete
closeness between the di- and the monoglycosylated bands
(Fig. 4).

The measurement of molecular masses in comparison to
a molecular mass standard ladder loaded on SDS-PAGE in
three wells clearly showed no difference between PrP™*
type 1 in sporadic CJD and the PrP™* from E200K muta-
tion. The difference of molecular masses calculated
between the PrP™* type 1 and type 2 was 1.27 £ 0.06 kDa
when samples were run in 16% gels. Interestingly, for three
patients (2 MV and one MM at codon 129), we found a
PrP™ with a type halfway between type 1 and type 2 of
Parchi’s classification [53], the difference between PrP™*
type 1 and PrP™ from these patients (arbitrarily termed
type 1* here) was 0.7 kDa (Fig. 4a). Running electropho-
resis on 12% gels of these samples, this type 1* PrP™ was
similar to type 1 of that described by Parchi et al. [53] in
sporadic CJD (Fig. 4b).

Most genetic cases studied here presented a PrP™* type
similar to type 1 (7/10 patients E200K) whereas one pre-
sented a type 2 (MV at codon 129) in the cerebellum,
thalamus, frontal, and occipital cortex, and two cases
showed mixed PrP types: one case (MV at codon 129)
exhibited type 2 PrP™ in occipital, frontal, and temporal
cortex, but type 1 in the cerebellum, thalamus, striatum,
and cingulate gyrus (Fig. 4c); another case (MM at codon
129) showed mainly type 1 PrP™ but with co-ocurrence of
types 1 and 2 in frontal cortex. These patterns correlated
well with coarse and fine immunodeposits seen in
immunohistochemistry.

Tau pathology

Immunoreactivity for phosphorylated tau: three patterns of
tau pathology as seen by immunostaining for ATS (sum-
marized in Fig. 5)

1. In 36 cases (93.3%), neuritic profiles were immuno-
stained, mainly in areas with more prominent tissue
pathology, neuronal loss and spongiform change
(Fig. 6a), including the posterior horn of the spinal
cord in the single case where spinal cord was available.

2. In addition, in 15 cases (38.4%) neurofibrillary
degeneration (Fig. 6b) following Braak and Braak
stages were observed. Three further cases showed
neurofibrillary tangles restricted to the dorsal raphe
nucleus and locus coeruleus.

3. Furthermore, 13 cases (33.3%) showed features of a
tauopathy that does not fulfill criteria of established
sporadic tauopathy entities. This could be further
subdivided as follows:

(a) Six cases with neurofibrillary tangles, diffuse cyto-
plasmic tau immunoreactivity (pretangle-like),

@ Springer

a
~883 8 =-
21: -_—— - -
19 ¢
kDa 1 2 10 11 12 13 14

.-m.'.— ."'

21— o W -

19

kba { 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
c

- @

pez-3gz-ai8

21 N cam — _— - e &>
19

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig. 4 Immunoblotting for disease-associated prion protein in repre-
sentative cases. a PrP™* was extracted from different brain areas; after
separation in 16% gels in denaturated conditions, PK resistant
fragment of PrP were labeled by 3F4 anti prion antibody. Lanes I and
14 negative control from non CJD patient, Lanes 2 and 12 type 1
PrP™ control from sporadic CID, Lanes 3 and 13 type 2 PrP™® control
from sporadic CID, Lane 4 50 pg of thalamus from a French E200K
CJD patient (MV at codon 129), Lane 5 0.7 mg of frontal from a
Hungarian E200K CJD patient (MM at codon 129), Lane 6 1 mg of
cerebellum from a Hungarian E200K CJD patient (MM at codon
129), Lanes 7 and 11 type 1-like PrP™ (see text) from a French
E200K patient (MV at codon 129), Lane 8 type 2 PrPres control from
sporadic CID, Lane 9 type 1-like PrP™ from 100 pg of cerebellum
from a Hungarian E200K CJD patient (MV at codon 129), Lane 10
type 1-like PrP™ (250 pg) from a Hungarian E200K CJD patient
(MM at codon 129). b After initial running in 16% gels, some PrP™*
types were confirmed after separation in 12% gels in denaturated
conditions; PK resistant fragment of PrP were labeled by 3F4 anti
prion antibody. Lanes 1 and 10 type 2 PrP™ control from sporadic
CJD, Lanes 2 and 11 type 1 PrP™* control from sporadic CID, Lane 3
50 pg of thalamus from a French E200K CJD patient (MV at codon
129), Lane 4 250 pg of frontal cortex from a Hungarian E200K CJD
patient (MM at codon 129), Lane 5 100 pg of cerebellum from a
Hungarian E200K CJD patient (MV at codon 129), Lane 6 type 1
PrP™ control from a French E200K patient, Lane 7 1 mg of
cerebellum from a Hungarian E200K CJD patient (MM at codon
129), Lane 8 0.7 mg of frontal cortex from a Hungarian E200K CJD
patient (MM at codon 129), Lane 9 50 pg of thalamus from a French
E200K CJD patient (MV at codon 129), Lane 12 negative control
from non CJD patient. ¢ Western blot analysis of seven different brain
areas from one E200K M129V CID patient (lanes 3—9), probed with
3F4 anti-PrP mAb. Controls: lanes I and 12 PrP™ type 2a (sporadic
CJD), lane 2 control PrP™* type 1 (sporadic CJD), lane 10 control
PrP™ type 1 (genetic CID-E200K), lane 13 control PrP™* type 2b
(variant CJD), lane 3 type 1 PrP™ from cerebellum (1 mg), lane 4
type 1 PrP™ from striatum (100 pg), lane 5 type 2a PrP™ from
frontal (250 pg), lane 6 type 2a PrP™* from occipital cortex (16 pg),
lane 7 type 1 PrP™* from thalamus (16 pg), lane 8 type 2a PrP™* from
temporal (250 pg), lane 9 type 1 PrP™ from cingulate (50 pg)

and threads in the caudate nucleus, putamen
(Fig. 6¢), brainstem (substantia nigra, dorsal
raphe nucleus, and locus coeruelus) (Fig. 6d, e),
and less in the thalamus, including one with
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Fig. 5 Stratification of tau
pathology in E200K genetic Tau pathology in E200K genetic CJD
CJD according to
cytopathology, regional
distribution, age, and codon 129
polymorphism
Neurofibrillaryps, 4 33,3%
Neuritic degeneration Other
profiles following tauopathy
B&B stages
Stage | Il 1} v 53,8%
Age/ 56/MM 46/MV  65/MM 59/MM Subcortical Hippocampus
Codon129(57/MV 54/MM 66/MM 66/MM type type
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prominent involvement of neocortical regions
(Fig. 6f). There was lack of astrocytic plaques or
tufted astrocytes, although some dot-like immu-
nostaining of astrocytic processes were noted.
Oligodendroglial coiled bodies were only occa-
sionally seen.

Seven further cases had an unusual distribution of
neuronal and glial tau deposition in the hippo-
campus, which included neurofibrillary tangles
and prominent diffuse neuronal granular cyto-
plasmic immunoreactivity not only in CA4, CA3,
and CA2 subregions and dentate gyrus, but also
in the CA1 subregion and subiculum, without or
with scant neurofibrillary degeneration in the

entorhinal cortex (Fig. 6g—i). In these cases
argyrophilic grains were not seen, but some
oligodendroglial tau immunopositivity and dot-
like immunolabeling of astrocytic processes were
observed. Interestingly, these cases also showed
neurofibrillary tangles in the locus coeruleus.

Immunostaining for different anti-tau antibodies and
co-localization studies Neuritic profiles were detected
using immunostaining for 3R tau and less for 4R (Fig. 6j).
Tau immunoreactive neurites occasionally co-localized
with disease-associated PrP (Fig. 7a). Globose tangles in
subcortical areas were only rarely immunoreactive for 3R
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tau, but many were prominently 4R immunoreactive
(Fig. 6k). In neocortical areas and hippocampus, both 3R
and 4R immunopositivities were noted in neurofibrillary
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tangles. Thread-like structures were mainly 4R immuno-
positive (Fig. 61) and were associated with neurofilaments
but not astrocytic processes (Fig. 7b, c). In such areas, PrP
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«Fig. 6 Immunoreactivity for phosphorylated tau. a Neuritic profiles
in the neuropil in areas with spongiform change (ATS. thalamus). b
Neurofibrillary tangles in the temporal cortex (AT8). ¢ Globose
neurofibrillary tangles and threads in the putamen (AT8) and in the
locus coeruleus (d). Prominent thread pathology and neuronal
cytoplasmic immunoreactivity in the caudate nucleus (e, right upper
inset shows overview) and in the frontal cortex (f) in a representative
case (AT8). Diffuse neuronal cytoplasmic immunoreactivity in the
granular layer of the dentate gyrus (g), in the CA2/3 subregion (h),
and in the CA1 subregion (i) with thin thread and dots in the neuropil,
and a relative sparing of the entorhinal cortex (i, right upper inset, all
ATS). Neuritic profiles are immunoreactive mainly for 3R tau (j, left
side), globose tangles in subcortical areas are immunoreactive for
both 3R (k, left side) and 4R tau (k, right side of image), while cases
with prominent thread-like pathology show mainly 4R immunoreac-
tivity (1, right side of image). Representative images of a case with
subcortical tauopathy (m—p) and one with prominent threads (g-t)
immunostained with AT8 (m, q), AT180 (n, r), AT100 (o, s), and
HT7 (p, t) antibodies. Bar graph indicates in a indicates 60 um for
a—e, g—i, and m-t, 1,000 pum for f and e upper inset; and 20 pum for j-1

deposition was also noted (Fig. 7d). We immunolabeled all
these structures with anti-AT180, AT100, and HT7 anti-
bodies (Fig. 6m-t), although neuritic profiles were less seen
with HT7. AT8 and AT180 produced the most extensive
immunoreactivity.

Immunoblotting for tau Four cases were examined: three
cases (MM at codon 129) with only mild to moderate
neuritic tau pathology, and one further case (MV at codon
129) with tau pathology in the cortex. In one case with mild
dot-like neuritic immunoreactivity detected by the AT8
antibody in immunohistochemistry, western blotting of
sarkosyl-insoluble tau using anti-tau AT8 antibody did not
reveal immunopositivity. However, anti-tau antibody T46
showed immunoreactivity at 60 and 64 kDa in the frontal
cortex and hippocampus (Fig. 8a, b). This was confirmed
by the lack of labeling with RD4 and immunopositivity
with the RD3 antibody (Fig. 8c, d) supporting our immu-
nohistochemical observations with anti-RD3 and RD4.
Both antibodies detected further small molecular weight
bands. In one case with neurofibrillary tangles and glial tau
immunoreactivity (MV at codon 129), AT8 and T46
showed patterns similar to AD (Fig. 8¢) in the medial
temporal lobe (hippocampus) sample, while 3R tau was
detected in several regions examined (Fig. 8f). Unfortu-
nately, frozen material was not available in cases with the
unusual immunohistochemical patterns, predominated by
4R immunopositivity, of tau described above.

a-Synuclein pathology

Three types of a-synuclein pathology were observed: (1)
typical Lewy bodies and Lewy neurites following Braak
stages in six cases (15.4%) [4]; this consisted of three cases
(aged 53, 66, and 66) with neocortical involvement (Braak
V-VI) (Fig. 9a), two cases (aged 67 and 68) with limbic

involvement (Braak IV), and one with brainstem involve-
ment (aged 60) (Fig. 9b). (2) Prominent neuronal granular
diffuse cytoplasmic immunoreactivity restricted to neurons
of medullary raphe nuclei, dorsal vagus nucleus (Fig. 9¢),
locus coeruleus and substantia nigra; this was observed in
13 cases (including 4 with immunoreactivity only in the
medulla oblongata) lacking Lewy bodies or Lewy neurites.
Lower raphe nuclei and the dorsal vagus nucleus always
showed the most prominent neuronal immunoreactivity,
but scattered cortical neurons also showed this immuno-
reactivity. (3) Some areas showed small aggregates of
a-synuclein in the neuropil reminiscent of that described in
sporadic CJD [25]. However, this was not consistent and
showed no region preference or relation to PrP deposition.

Deposition of Ap

This included mainly diffuse deposits, some with multiple
small cores, subpial and vascular deposition (Fig. 9d—f).
Parenchymal deposits were mainly AB-42 and less AB-40
immunoreactive  (Fig. 9h—i). Parenchymal AP was
observed in 21 cases (53,8%) that involved frontal, tem-
poral, and occipital regions in all, basal ganglia in five,
and cerebellum in two. Cerebral amyloid angiopathy
(AB-CAA) was noted in nine individuals (23.07%): this
involved leptomeningeal and cortical vessels but not cap-
illaries. Cored neuritic plaques were only occasionally seen
and none of the cases fulfilled the criteria of AD according
to CERAD [48]. The youngest patient with parenchymal
AP deposition was 51 years old and the youngest indi-
vidual with AB-CAA was 54.

Phosphorylated TDP-43, FUS, and ubiquitin
immunohistochemistry

Immunostaining for FUS revealed variably strong staining
of neuronal nuclei. We did not observe neuritic profiles or
intracellular deposits in any case in the examined regions
(Table 1). Similarly, in all cases there was a lack of
phosphorylated TDP-43 pathology. Immunostaining for
ubiquitin showed variable amount of granular immunore-
activity in the neuropil in severely affected areas along
with neuritic profiles. Of note were the prominent periso-
matic granules surrounding pyramidal neurons in the
hippocampal CA1 subregion in 13 cases (33%).

Summary of proteinopathies

In addition to PrP, 36 cases (92.3%) showed some kind of
concomitant protein deposition. Excluding the presence of
neuritic tau pathology, co-pathology was seen in 32 cases
(82%) (summarized in Table 3). Age at death and duration
of illness did not differ between cases with and without
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Fig. 7 Double immunolabeling in cases with tau pathology. Tau
immunoreactive neurites occasionally co-localize with disease-asso-
ciated PrP (a, AT8 green, PrP red, x400; arrowhead indicates
enlarged part in the right side of the images). Thread-like pathology
associates with neurofilaments (b, AT8 green, SMI-31 red, x400;

co-depositions, except for older age at death in cases with
unclassifiable tauopathy (mean age + standard error:
64.9 £ 1.7 versus 57.7 £ 1.7; p = 0.016). In cases with
a-synucleinopathy, the patients already had neurological
examination prior to rapidly progressive dementia, because
of e.g. tremor of tongue, behavioral change, or typical
Parkinsonism responding to L-Dopa therapy. In cases with
tau pathology in the basal ganglia, dystonia, chorea or
rigidity was noted, and in two cases supranuclear gaze
palsy. In cases where memory impairment was indicated as
a presenting symptom, neurofibrillary degeneration was
noted. Otherwise the rapidly progressive clinical phase did
not differ between cases with different protein depositions.

@ Springer

arrowhead indicates enlarged part in the right side of the images) and
not with astrocytic processes (¢, AT8 green, GFAP red, x400). In
these areas PrP deposition is also noted (d, AT8 green, PrP red,
%x1000). Bar graph in a indicates 60 pm in a—c and 15 pm in d and in
enlarged insets of a—c

There was no significant influence of the PRNP codon 129
polymorphism on concomitant proteinopathy. Protein co-
depositions were noted in individuals from all countries
included in our study.

Discussion

This study has the following implications: (1) genetic CJD
with the E200K mutation is clinically characterized mostly
by progressive dementia and ataxia and further symptoms,
however, prominent supranuclear palsy, insomnia, and
polyneuropathy may also be present. (2) E200K CJD
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Fig. 8 Immunoblotting of sarkosyl-insoluble tau using different
antibodies. a Immunostaining using ATS8 anti-tau antibody did not
reveal positive bands in a case with focal dot-like neuritic immuno-
reactivity observed in immunohistochemistry. b The same sample
examined by T46 anti-tau antibody showed bands at 60 and 64 kDa
molecular weight characteristic for 3R tau. Anti-RD3 (¢) and anti-
RD4 antibodies (d) showed different fragments of tau, and RD3
confirms the presence of 60 and 64 kDa bands. (Lane I medial
temporal cortex sample from a patient with Alzheimer‘s disease; lane
2 medial temporal cortex sample from a non-diseased individual
(examined by neuropathology); lanes 3-5 Hungarian patient (MV at
codon 129) with dot-like neuritic tau pathology detected in

presents with various PrP deposition patterns that fre-
quently overlap between MM homozygotes and MV
heterozygotes at PRNP codon 129. This is also reflected by
a mixture of type 2 and type 1 PrP™® in these brains. (3)
Lesion profiles do not differ significantly between MM and
MYV cases. (4) Some PrP deposition patterns are not seen in
sporadic CJD or other genetic forms (e.g. stripe-like pattern
in the cerebellum or distinct intraneuronal PrP aggregates
involving prominently brainstem nuclei). Moreover,
immunoblotting for PrP™* demonstrated distinct ratios of
glycosylated to unglycosylated bands as compared to
sporadic CJD. (5) Concomitant presence of a-synuclein,
phospho-tau pathology or deposition of AP is more the rule

T46

kDa

immunohistochemistry. 3 cerebellum, 4 frontal cortex, 5 temporal
cortex. e Typical PHF-like pattern like in E200K CJD case etected by
ATS8 in medial temporal cortex (Lane I medial temporal cortex
including hippocampus from E200K CJD patient, lane 2 Alzheimer’s
disease sample). f 3R tau were detected in several regions examined
in case with neurofibrillary tangles restricted to the medial temporal
lobe and neuritic tau pathology in the frontal and temporal cortices
and striatum (Lane 1 frontal cortex, lane 2: striatum, lane 3: medial
temporal lobe including hippocampus, lane 4: temporal cortex, lane 5
medial temporal cortex sample from a non-diseased individual,
examined by neuropathology, lane 6: Alzheimer‘s disease sample)

than the exception. These protein deposits are present in
areas where disease-associated PrP is also present.
Clinical features of E200K genetic CJD frequently
overlap with that of sporadic CJD, including the presence
of periodic sharp wave complexes. However, in our cohort
myoclonus is less frequently documented. In spite of the
less prominent pathology in the cerebellum, ataxia is often
observed. Interestingly, the patterns of pathology observed
in the cerebellum include either spongiform change and
neuronal loss with diffuse/synaptic PrP immunoreactivity,
or little lesioning associated with a stripe-like pattern of
PrP immunoreactivity restricted to the molecular layer.
This suggests that cerebellar ataxia may have a complex
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Fig. 9 Immunoreactivity for o-synuclein and amyloid-B (AP) in
E200K genetic CJD. Typical a-synuclein immunopositive cortical
Lewy bodies and Lewy neurites in the frontal cortex (a), and
brainstem-type Lewy bodies in the medulla oblongata (b) in
representative cases showing o-synuclein pathology compatible with
Braak stageing. Prominent neuronal granular diffuse cytoplasmic
immunoreactivity restricted to neurons of medullary raphe nuclei,
dorsal vagus nucleus (¢, cell indicated with arrowhead enlarged in

background by either a more severe tissue damage of
cerebellar cortical layers or, since the stripe-like pattern
strongly resembles the compartmentalization of the cere-
bellar cortex and Purkinje cell branching [67], by
alterations of synaptic contacts of Purkinje cells. In com-
parison with other cohorts [47, 63], chorea/dystonia was
more frequently reported in our study than Parkinsonism.
Similar to other reports, we confirm that supranuclear gaze
palsy, insomnia, and polyneuropathy may be prominent in
some cases [1, 2, 8, 50, 64]; this is not related to the codon
129 polymorphism. In our cohort, unusual clinical pre-
sentations like early memory impairment, supranuclear
palsy, premorbid symptoms, or even characteristic Par-
kinson syndrome, years before the rapid progressive
course, were described and frequently suggestive as sub-
strate of concomitant protein deposition. However, due to
the retrospective nature of our clinical data collection, it
remains to be established how the presence of concomitant
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right lower inset) but lacking Lewy bodies or Lewy neurites.
Extensive AP deposition of the form of diffuse plaques and focal
deposits in the striatum (d, e), and in the vessel walls in the frontal
cortex (f) in representative cases. Parenchymal A} deposition (g) was
mainly immunoreactive for anti-Af-42 (h) and less for anti-AB-40 (i)
peptide. Bar graph in a indicates 200 pm for a, f, g, h, i, 150 um for
e, 400 pm for b, ¢ (60 pm for inset), and 1,200 um for d

proteinopathies influence the clinical course. This merits
further prospective studies, but it is clear that genetic CJD
should be considered in less elderly patients (50—60 years)
with a clinical suspicion of a pre-existing neurodegenera-
tive disease (including “typical” Parkinson’s disease) that
switches into a rapidly progressive phase with dementia
and ataxia.

Lesion profiles, defined by spongiform change and
neuronal loss/gliosis, were not significantly different
between cases with different constellation at codon 129. Of
note was the variable involvement of neocortical areas,
including frequent laminar accentuation, and the constant
lesioning in the striatum and thalamic nuclei. The latter is
reflected also in the signal alterations detected in MRI [15].
Sometimes the involvement of the thalamus may predom-
inate, leading to further differential diagnostic issues [39].
In addition, neuronal loss was seen in the substantia nigra
with or without o-synuclein inclusions. Nigrostriatal
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Table 3 Summary of combinations of proteinopathies
Protein pathology Unusual Tau-NFD- a-Synuclein- A-beta A-beta Number % of % of all
tauopathy Braak Braak deposits CAA of cases proteinopathy cases
Unusual tauopathy 0 + — — — 4 333 10.2
Unusual tauopathy 0 - + - — 5 41.6 12.8
Unusual tauopathy 0 — — + - 6 50 15.3
Unusual tauopathy 0 — . — + 4 333 10.2
Unusual tauopathy 0 + + - - 3 25 7.7
Unusual tauopathy 0 + + + — 2 16.6 5.1
Unusual tauopathy 0 + + — + 0 0 0
Unusual tauopathy 0 + - - + 0 0 0
Unusual tauopathy 0 + + + + 1 8.3 2.5
o-Synuclein-Braak + - 0 — — 5 83.3 12.8
o-Synuclein-Braak — + 0 — — 3 50 7.7
a-Synuclein-Braak . 0 + — 4 66.6 10.2
a-Synuclein-Braak - - 0 - + 2 333 5.1
o-Synuclein-Braak - + 0 + - 2 333 5.1
o-Synuclein-Braak - + 0 - + 1 16.6 2.5
o-Synuclein-Braak — + 0 + + 1 16.6 2.5
o-Synuclein-Braak + + 0 + + 1 16.6 2.5
AP deposits - + - 0 — 9 40.9 23
AP deposits — — — 0 + 8 36.3 20.5
AP deposits - + — 0 + 1 4.5 2.5
AP deposits - + + 0 + 1 4.5 2.5
AP deposits + + — 0 + 0 0 0
AP deposits + + + 0 + 1 4.5 2.5

The predominant proteinopathy is indicated in the left column and all further types of features that are additionally seen are indicated with a + sign

NFD neurofibrillary degeneration degeneration following Braak and Braak stageing, CAA cereberal amyloid angiopathy (AB)

damage was demonstrated in a recent study in sporadic
CID [66]. In contrast to the lesion profile, the morphology
of PrP deposits showed more variation: more coarse im-
munodeposits (plaques, patchy/perivacuolar), but also
more intraneuronal PrP aggregates were detected in cases
with MV at codon 129 as compared to MMs. However,
these deposits were frequently in MM cases in a more
restricted distribution suggesting presence of different PrP
types. Indeed, a mixture of type 1 and 2 PrP™® was
observed in some cases. Regional variability between
cerebral and cerebellar cortex of the PrP™ pattern was
reported only in a single case [57]. We extend this finding
by demonstrating variability in many regions in 2 out of 10
cases. Analysis of further 10 French cases with E200K
mutation, not included in the present comprehensive
neuropathological survey, revealed 3 cases with regional
variability. According to these observations, a rough esti-
mate of approximately 25% of cases with E200K mutation,
slightly less than reported in sporadic CJD [54], shows this
phenomenon. It was already reported that the western blot
pattern of PrP™* in E200K genetic CID differs from

sporadic CJD [7, 27]. In spite of the presence of similar
morphological immunodeposits, some PrP immunoreactive
patterns were unusual (e.g. intraneuronal PrP immunopo-
sitivity) as a potential correlate of the distinct PrP™*
patterns. Intraneuronal dot-like PrP immunoreactivity was
reported in the E200K mutation [43] and V180l mutation
also with abnormally glycosylated PrP™* [51], while in-
traneuronal PrP immunoreactivity (albeit morphologically
not with dot-like accentuation) was documented in a
patient with apparently sporadic CJD and novel glycotype
pattern [69]. All together these observations suggest that
the E200K mutation induces a relatively uniform anatom-
ical pattern of tissue lesioning (spongiform change,
neuronal loss/gliosis), while the deposition of disease-
associated PrP is more influenced by the codon 129 con-
stellation, including different types of, also mixed, PrP™®
forms.

In addition, we detected a range of concomitant protein
deposits. Tau pathology was represented either by the
presence of small neuritic profiles, neurofibrillary degen-
eration following stages of Braak and Braak [3], or by
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unusual forms that, based on the distinct anatomical dis-
tribution, lack of astrocytic plaques or tufted astrocytes,
were not compatible with sporadic tauopathies. Interest-
ingly, neurofibrillary tangles frequently occurred in
brainstem nuclei (raphe, locus coeruleus) also in relatively
young patients, analogously to that described as an early
feature not only in AD but also in mild cognitive
impairment [24, 62]. Neuritic profiles clustering around
plaques are described in the acquired prion disease, var-
iant CJD [19], while neurofibrillary tangles are consistent
features of some PRNP mutations associated with prom-
inent PrP amyloidosis [17]. Both features are not observed
in E200K CJD. Interestingly, an unusual pattern of tau-
opathy was described in the R208H PRNP mutation
associated with a CJD phenotype [59]. Double immu-
nolabeling studies suggest that most of the tau pathology
is neuronal in origin. Interestingly, AT8 and T46 anti-
bodies showed different results in immunoblotting. Both
antibodies were able to detect an AD-like pattern in
samples where neurofibrillary degeneration was observed,;
however, in samples with mild neuritic profiles seen in
immunohistochemistry, only T46 and RD3 antibody
showed bands characteristic of 3R tau. Whereas post-
mortem delay and storage temperature may be a
limitating factor for the detection of PHF and phosphor-
ylated forms of tau [14, 60], in our study PHF and 3R tau
were clearly detectable by western blot. However,
immunoreactivity against specific phosphorylation sites
may be reduced due to tau degradation by endogenous
phosphatases. Thus, our observation on low molecular
bands in a limited number of cases must be interpreted
with caution and merits further evaluation on more cases
whether a difference in epitopes or other factors might be
the basis of this. In cases with unusual presentations of
tau pathology, 4R isoform was prominently detected in
immunohistochemistry, whereas in these cases no material
was available for immunoblotting studies. However, it
may be concluded that a spectrum of tau pathology from
3R through mixed and to 4R dominant forms is associated
with the E200K mutation. In addition, A deposition
(parenchymal and vascular) frequently occurs in E200K
genetic CJD [18]. In addition, we observed Lewy body
pathology following Braak stages, and also prominent
neuronal granular o-synuclein immunoreactivity in
brainstem nuclei without Lewy bodies (together in around
half of the patients). This indicates that pathological
upregulation and eventual inclusion body formation of
o-synuclein is an important feature in E200K genetic
CJD, supporting a potential interactive role of PrP and
a-synuclein. Interestingly, in spite of the lack of a role of
codon 129 polymorphism on the susceptibility for the
a-synucleinopathy Parkinson’s disease [61], the clinical
presentation may be influenced by this [23]. Finally, we
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did not detect any protein deposition using anti-FUS and
phosphorylated TDP-43 antibodies. The latter is in line
with a recent study in various forms of CJD [31]. The
presence of various protein depositions, independent of
the codon 129 polymorphism or PrP™® type, could support
a concept of further genetic or epigenetic factors leading
to various presentations in significantly different ages
(ranging from early 30 to 70 years of age).

The processing of PrP overlaps with that of Af and
a-synuclein, since it includes the endosomal-lysosomal
system [38, 52]. Mutual interactions between tau, AP, and
a-synuclein were documented [36]. Based on our obser-
vation of Lewy bodies or neurofibrillary tangles in our
diagnostic work-up, we conducted a systematic evaluation
of protein deposition and presented the first systematic
demonstration of intensified and combined neurodegener-
ation in a genetic prion disease due to a single point
mutation. The spectrum of protein depositions is distinct
from that associated with PrP amyloid [17, 19] or sporadic
CID [11, 66]. The observation of AP deposition, neurofi-
brillary degeneration, and o-synucleinopathy in individuals
from different countries, together with the detection of
tauopathy forms, not compatible with sporadic tauopathies
[6], suggests the interaction of mutated PrP with tau [68],
AP [55], and also a-synuclein. Cellular PrP has been shown
to regulate the production of AP and forms a complex [55]
with full-length tau protein in vitro [68]. Moreover, there is
a homologous region in PrP and o-synuclein, and inter-
estingly, homologous peptides corresponding to this
sequence can promote fibrillization of o-synuclein [13].
Finally, our observation of the frequent and unusual
intraneuronal accumulation of PrP immunoreactivity indi-
cates failed release from the cell and overwhelming of the
protein processing system. In sum, our and previous studies
suggest an altered metabolism and intracellular trafficking
of mutated PrP that interferes with the processing of other
proteins and leads to their pathological deposition. Thus,
the E200K PrP mutation may become an important model
to decipher the molecular interplay among neurodegen-
eration-associated proteins. Our observations also support a
complex pathogenetic interplay in the background of
E200K genetic CJD that may lead to differences in pene-
trance and clinical phenotype. Finally, our study suggests
to clinicians the suspicion of genetic CJD when early onset
neurological symptoms turn into a rapidly progressive
phase.
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PARTIE 3 :

CONCEPTION ET CARACTERISATION D’ANTICORPS MONOCLONAUX
DIRIGES CONTRE LA PROTEINE TAU ET SES PHOSPHORYLATIONS
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1 MATERIEL ET METHODES

La conception ainsi que la caractérisation de ces anticorps a été effectuée au sein d’un
consortium faisant intervenir la sociét¢ Roboscreen a Liepzig (Allemagne) pour
I’immunisation des souris, I’équipe de neuropathologie de I’Hopital de Wien (Autriche) pour
leurs évaluations en immunohistochimie et I’équipe du laboratoire de neurobiologie du

groupement hospitalier Est (Lyon) pour leur caractérisation biochimique.

1.1 Conception des anticorps monoclonaux

Des souris Balb/c ont ét¢ immunisées avec des peptides de 12 a 15 acides aminés issus de la
protéine tau. Ces peptides comprenaient ou non des phosphorylations sur les acides aminés
Thr 181, Thr 231 ainsi que Thr 231 / Ser 235. Les peptides ont été conjugués au KLH dans
I’adjuvant GERBU LQ (Biotechnik GmbH, Gaiberg, Allemagne) selon la méthode décrite

précédemment.**

De plus, les souris ont ét¢ immunisées avec de la protéine tau recombinante
(isoforme la plus longue de 441 acides aminés) ainsi que des PHF extraites de cerveaux de
patients atteints par la MA et autopsiés a Lyon (France). Les souris ont été immunisées par 5
injections intra-péritonéales pendant 56 jours suivies par 2 boosters d’antigénes dans PBS en
injection intraveineuse. Les cellules de la rate ont été collectées et fusionnées avec des
cellules de myélome X36Ag8.653 en utilisant du PEG1500 (Roche, Suisse). Les cellules
fusionnées ont été cultivées dans une plaque de 96 puits (Greiner, Allemagne) et sélectionnées
dans un milieu d’incubation HAT (Invitrogen, USA). Les surnageants ont été testés en
fonction de leur production en IgG. Les clones sélectionnés furent ensuite reclonés par
dilutions et cultivés dans des plaques 25 puits. Les cellules sont stockées a -190°C dans de
I’azote liquide. Les IgG contenus dans les surnageants ont alors été purifiés par
chromatographie d’affinité¢ en utilisant la Protéine A. Les anticorps ainsi purifiés ont été
sélectionnés en utilisant différents antigénes (peptides phosphorylés et protéine tau non

phosphorylée) fixés sur des plaques ELISA et leurs réactivités et spécificités ont été évaluées.
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1.2 Caractérisation des anticorps

Les différentes immunisations ont permis 1’apparition des premiers clones au bout d’un an et
demi. Quatre vingt clones réactifs pour les p-taujg;, p-taups;, p-taupsinss et T-tau ont été
sélectionnés puis testés en fonction de leurs sensibilités et spécificités pour les protéines tau
phosphorylées ainsi que pour la T-tau au laboratoire de Neurobiologie de Lyon (France).
Vingt anticorps montrant une faible sensibilité mais une bonne spécificité ont été reclonés afin
d’améliorer leurs performances puis retestés biochimiquement au laboratoire. Les clones
montrant de bonnes performances ont alors été purifiés. Les souris immunisées avec les PHF
sont mortes des suites de I’immunisation et n’ont donc pas permis d’obtenir d’anticorps. Les
premiers anticorps produits avec I’immunisation par la protéine tau recombinante et semblant
intéressants du point de vue de leurs spécificités, sont apparus a la fin de I’année 2010. La
caractérisation de ces anticorps dirigés contre la T-tau est encore en cours actuellement et de

nouveaux clones sont encore 1solés.
1.2.1 Patients et échantillons
1.2.1.1 Patients

Les cerveaux proviennent de patients autopsiés a I’hopital Neurologique de Lyon (France)
ainsi qu’a I’Hopital de Wien (Autriche) et de Budapest (Hongrie). Nous avons sélectionné un
total de 6 patients : 2 patients dont un diagnostic neuropathologique de MA a différents stades
de Braak (stades de Braak 1 et 5) a été porté, un patient atteint par une maladie de Pick
confirmée histo-pathologiquement, un patient atteint par une mutation S3051" sur le gene de la
protéine tau, un patient atteint par une DCB et enfin un patient contréle asymptomatique et
sans Iésion cérébrale a I’examen neuropathologique. Les familles de tous les patients ont
donné leur accord et consentement éclairé pour une utilisation des tissus a des fins de

recherche.

"1l s’agit ici d’une des nombreuses mutations (plus de 30 connus a ce jour) touchant le géne de la protéine tau
sur le chromosome 17. Cette mutation rentre dans la classe pathologique des DFTP-17. Cf. Chapitre II - 2.1.2 :
Physiopathologie de la protéine tau.
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1.2.1.2 Echantillons

Différents échantillons ont permis d’évaluer la performance des IgG : protéine tau
recombinante humaine (Tau-441 [2N4R], r-Peptide, Georgie, USA), 3 LCR de patients avec
un diagnostic clinique de MA probable et une biologie du LCR typique de cette pathologie, 3
LCR de patients sans pathologie neurodégénérative et sans anomalie biologique des
biomarqueurs ainsi que des PHF reconformées dans leurs formes biologiques natives. De
plus, les PHF ont ét¢ déphosphorylées afin de tester la spécificité des anticorps pour les

phosphorylations.

1.2.1.2.1 Reconformation des PHF dans leurs formes biologiques natives

Les PHF ont été extraites avec la méthode précédemment décrite.!” Les culots ont ensuite été
repris dans une solution Guanidine-HCl 6M puis chauffés a 100°C pendant Imin. Les PHF
dénaturées sont ensuite diluées dans un tampon contenant du Tris (pH 7.4) jusqu’a obtenir une
concentration en Guanidine-HCI de 0.2M. Afin de se soustraire des modifications protéiques
dues a la méthode d’extraction” les PHF ont été reconformées dans leurs formes natives en
utilisant le principe de la dialyse.’” Les PHF en solution ont été diluées dans un tampon Tris
50mM (pH 8.2) puis ultrafiltrées (seuil de 5000 Da) pendant 1 heure (12000 g) a température
ambiante jusqu’a I’obtention du volume de départ. Les chambres et la membrane filtrante
d’ultrafiltration ont été précédemment saturées (Tween 0.5% [vol/vol] dans PBS) pendant 1 h
a température ambiante. L’opération de dilution des PHF puis de concentration par

I’ultrafiltration a été répétée 5 fois afin d’évacuer la Guanidine.
1.2.1.2.2 Déphosphorylation des protéines tau dans le LCR et des PHF
La déphosphorylation des PHF des patients a été effectuée en utilisant de la phosphatase

alkaline (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). La phosphatase alkaline a été utilisée a une

activité de 12U/mL pour les réactions. Les PHF ont ensuite été incubées 2h00 a 37°C.

" Cf. Partie 2 : extraction des protéines tau pathologiques et diagnostic biologique de certitude de la maladie
d’Alzheimer et des autres tauopathies.
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1.2.2.2 Dot Blot

Des Dot Blot ont été effectués de fagon systématique avec les 80 clones. Les échantillons
(5uL) ont été déposés sur une membrane Immobilon-P (taille des pores: 0.45um, Millipore)
puis les membranes ont été saturées dans un tampon PBS contenant du lait a 5% (m/vol) ou de
la BSA a 5% (m/vol) ou de la BSA a 3% (m/vol) et de I’'HSA a 1% (vol/vol) pendant 12
heures a 4°C. Les membranes sont ensuite incubées 2 heures avec les IgG dans un tampon
PBS Tween-20 a 0.1% (vol/vol) contenant du lait a 0.5% (m/vol) ou de la BSA 0.3% (m/vol)
HSA 0.1% (vol/vol) ou de la BSA 0.5% (m/vol). Afin de comparer les résultats obtenus avec
les clones sélectionnés dans notre étude, des anticorps controles ont été utilisés : 1’anticorps
monoclonal T46 (Signet, Dedham, MA, USA) dirigé contre les résidus 404-441 de la protéine
tau et reconnaissant les 6 isoformes de la protéine humaine, 1’anticorps monoclonal ATS8
(Thermo Scientific, Pierce, Rockford, USA) dirigé contre les phosphorylations 202 et 205 de
la protéine tau ainsi que les anticorps HT7 et AT270. Ces deux dernieres IgG interviennent en
tant qu’anticorps de détection au sein des 2 kits ELISA commerciaux permettant les dosages
de la T-tau et de la p-tau;g; dans le LCR (INNOTEST htau-Ag, INNOTEST Phospho-Tauisi),
Innogenetics®, Gand, Belgique). L’anticorps monoclonal HT7 est dirigé contre les acides
aminés 159 a 163 de la protéine tau et I’anticorps monoclonal AT270 reconnait la
phosphorylation située sur I’acide aminé 181 de la protéine. Enfin, I’anticorps monoclonal
Syn211 (Thermo Scientific, Pierce, Rockford, USA) reconnaissant les acides aminés 121 a
125 de I’a-Syn humaine a été utilisé comme contrdle négatif. Apres lavages, les membranes
ont été incubées 1h avec un anticorps de révélation dirigé contre les IgG de souris et couplé a
la peroxydase (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) a une
concentration de 1/10 000. La révélation est par la suite réalisée par une technique de

chimioluminescence (Pierce Biotechnology, Rockford, USA).

1.2.2.3 Western Blot

173% 1y.:
Briévement, les

Les WB ont été effectués avec la méthode précédemment décrite.
membranes ont été saturées dans un tampon PBS contenant du lait & 5% (m/vol) ou de la BSA
a 5% (m/vol) ou de la BSA a 3% (m/vol) et de ’'HSA a 1% (vol/vol) pendant 12 heures a 4°C.

Les membranes ont ensuite été¢ incubées 2 heures avec les clones dans un tampon PBS

"Cf. Partie 2 : extraction des protéines tau pathologiques et diagnostic biologique de certitude de la maladie
d’Alzheimer et des autres tauopathies.
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Tween-20 a 0.1% (vol/vol) contenant du lait a 0.5% (m/vol) ou de la BSA 0.3% (m/vol) HSA
0.1% (vol/vol) ou de la BSA 0.5% (m/vol). Apres lavages des membranes, elles ont été
incubées 1h avec un anticorps de révélation dirigé contre les IgG de souris et couplé a la
peroxydase (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) a une
concentration de 1/10 000. La révélation est par la suite réalisée par une technique de

chimioluminescence (Pierce Biotechnology, Rockford, USA).

1.2.2.4 Immunohistochimie

Les examens neuropathologiques suivant ont été réalisés a 1’hopital de Wien (Autriche) : le
cortex enthorinal issu de cerveaux de patients atteints par la MA ainsi que le cortex frontal
provenant de patients atteints par une DCB ont été fixés dans du formol tamponné puis inclus
en paraffine. Les coupes de tissus ont €té incubées dans un tampon citrate (pH 6) chauffé pour
démasquer les épitopes. Les coupes de tissus ont ensuite été incubées 1 heure avec les clones
(dilution 1/1000) dans un tampon Tris. La révélation a été effectuée avec la technologie Dako

EnVision+ System-HRP (Dako, Glostrup, Danemark).

2 RESULTATS

2.1 Réactivité des clones

Sept clones ont montré une bonne réactivité pour les PHF en Dot Blot : 4 clones dirigés contre
la p-tauys; (5G7, 2B11, 9D8 et 4C10), 1 clone dirigé contre la p-taussinss (3G3) et 2 clones
dirigés contre la T-tau (1D8 et 6F4) (figure 43). Les clones 2B11, 9D8 et 6F4 ont montré une
1égere réactivité pour les PHF déphosphorylées. De méme, le clone 3G3 a montré une légere
réactivité pour les PHF déphosphorylées ainsi qu’une tres 1égere réactivité pour les LCR de
patients atteints par une MA et de patients contrdles natifs et aprés déphosphorylation. Aucun
des anticorps dirigés contre les p-tauys et p-tau,s;n3s ne s’est montré réactif contre la protéine
tau recombinante. L’anticorps 1D8 s’est montré réactif pour les PHF déphosphorylées ainsi
que les LCR de patients controles et atteints par une MA natifs et dephosphorylés. Les

anticorps apparaissant les plus sensibles en Dot Blot sont les clones 2B11 et 9DS.
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Figure 43. Dot Blot des meilleurs clones sélectionnés parmi les 80 clones testés pour leurs
réactivités. Lignes 4-5-10-11-12: anticorps commerciaux ATS8, T46, Syn211, AT270 et HT7
respectivement ; ligne 1 : 2B11 ; ligne 2 : 5G7 ; ligne 3 : 9D8 ; ligne 6 : 4C10 ; ligne 7 : 3G3 ; ligne 8 :
1D8 et ligne 9 : 6F4; -d: antigéne déphosphorylé ; Tau-r : protéine tau recombinante ; LCR-MA :
LCR de patient atteint par la maladie d’Alzheimer; LCR-ND : LCR de patient sans processus

neurodégénératif.

2.2 Spécificité des clones

2.2.1 Immunohistochimie
Les clones 4C10, 2B11, 5G7 et 9D8 dirigés contre la p-tauys; sont capables de marquer de

facon spécifique des pathologies neuronales et gliales constituées de protéines tau

pathologiques dans différentes tauopathies (figure 44).
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Figure 44. Coupes de tissus cérébraux de patients atteints par différentes tauopathies

révélés par les anticorps 4C10, 2B11, 5G7 et 9D8. A, B, C : dégénérescences neurofibrillaires
dans le cortex enthorinal d’un patient atteint par la maladie d’Alzheimer révélé par les anticorps
monoclonaux 4C10 (image A), 2B11 (image B) et 5G7 (image C) ; D : plaques astrocytaires dans le
cortex frontal d’un patient atteint par une dégénérescence corticobasale révélée par ’anticorps 9D8
(les 1ésions sont marquées par les fleches noires) (résultats fournis par le Dr. Gabor Kovacs avec son

autorisation).

2.2.2 Western Blot

Le clone 4C10 révele des bandes de 69, 64 et 55 kDa correspondant au triplet caractéristique
retrouvé dans la MA (figure 45 A). Néanmoins il révele aussi des bandes de plus petits poids
moléculaires apparents situées a 40 et 35 kDa et ne correspondant pas a de la protéine tau
pathologique. Ces signaux de plus petits poids moléculaires sont également retrouvés dans le
cervelet aux 2 stades de Braak (stade 1 et 5). De méme, le clone 6F4 révele des bandes de 60,
40 et 35 kDa ne correspondant pas a de la tau pathologique dans toutes les zones étudiées aux

2 stades de Braak (figure 45 B). Cependant le signal obtenu en WB est plus important au
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stade de Braak 5 pour les 2 clones. Le clone 1D8 s’est avéré trop peu sensible en WB et n’a

pas mis en évidence de signal spécifique.

SF 5 50 5C 1F 1P 10 IC

. B

Figure 45. Western Blot de PHF extraits de cerveaux de patients atteints par la maladie
d’Alzheimer aux stades de Braak 1 et 5 révélés par les anticorps monoclonaux 4C10 et
6F4. F : cortex frontal ; P : cortex pariétal ; O : cortex occipital ; C : cervelet ; 5 : stade de Braak 5 ;
1 : stade de Braak 1 (image A : anticorps 4C10 ; image B : anticorps 6F4).

Les clones 2B11, 3G3, 5G7 et 9D8 révelent des bandes a 69, 64 et 55kDa caractéristiques de
la MA au stade de Braak 5 dans le cortex frontal de fagon massive ainsi que dans le cortex
pariétal (figure 46). De plus, les clones 2B11, 3G3 et 9D8 révelent la bande a 74 kDa plus
minoritaire dans la MA (figure 46 A, B et E). Le clone 2B11 parait le plus sensible avec la
présence d’un signal pour les PHF extraites du cortex occipital (figure 46 A). Il n’a pas été
observé de signal dans le cervelet avec ces clones. De méme, aucun signal n’a été détecté
dans les cortex frontal, pariétal, occipital et dans le cervelet du patient atteint par la MA a un

stade de Braak 1 pour ces clones.
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Figure 46. Western Blot de PHF extraites de cerveaux de patients atteints par la maladie
d’Alzheimer aux stades de Braak 1 et 5 révélés par les anticorps monoclonaux 2B11,
3G3, 5G7 et 9D8. F : cortex frontal ; P : cortex pariétal ; O : cortex occipital ; C : cervelet ; 5 : stade
de Braak 5; 1 : stade de Braak 1 (image A : révélation par I’anticorps monoclonal 2B11 ; image B :
révélation par 1’anticorps monoclonal 3G3 ; image C: révélation par 1’anticorps monoclonal 5G7 ;

image D : révélation par 1’anticorps monoclonal T46 ; image E : révélation par 1’anticorps monoclonal

9D8).
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Figure 47. Western Blot des PHF dans le cadre d’une mutation S305I et d’une maladie
de Pick révélés avec les anticorps monoclonaux 5G7, 2B11 et 9D8. Lignes 1-2-3 : PHF
extraites d’un cerveau de patient atteint par une mutation S305I du gene de la protéine tau ; lignes 4-5-
6 : PHF extraites du cerveau d’un patient atteint par une maladie de Pick ; ligne 7 : PHF issues d’un
patient atteint par une maladie d’ Alzheimer ; lignes 1 et 4 : cortex frontal ; lignes 2 et 5 : hippocampe ;
lignes 3 et 6 : cervelet ; ligne 7 : cortex frontal ; image A : révélation par I’anticorps monoclonal 5G7 ;
image B: révélation par D’anticorps monoclonal 2B11; image C: révélation par 1’anticorps

monoclonal 9DS.

L’anticorps monoclonal 5G7 révele des bandes caractéristiques d’une tauopathie 4R (69kDa
et 64kDa) avec les PHF extraites du cortex frontal, de I’hippocampe ainsi que du cervelet
chez le patient atteint par une mutation S305I du géne de la protéine tau (figure 47 A). De
plus il parvient & marquer légérement la bande minoritaire a 74kDa dans le cortex frontal.
Néanmoins, nous constatons avec cet anticorps une bande dont il est difficile de savoir si elle
est en 50kDa ou 55kDa dans toutes les zones cérébrales étudiées pour ce patient. L’absence
de marquage de la bande a 64kDa dans le cortex frontal du patient atteint par la maladie de
Pick par le 5G7 nous indique qu’il s’agirait d’un marquage non spécifique pour la bande a
55kDa chez ce méme patient et pourrait correspondre a ce marquage visualisé a 50kDa chez

’autre patient avec la mutation S305I.
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Les profils WB des anticorps 2B11 et 9D8 sont sensiblement identiques et permettent de
révéler les bandes de 69Kda et 64kDa ainsi que la bande a 74kDa de fagon plus 1égere dans le
cortex frontal et I’hippocampe du patient avec la mutation S3051 (figure 47 B et C). Il n’a pas
été observé de signal dans le cervelet avec ces 2 anticorps pour ce patient. De méme, ils
permettent de révéler les bandes de 64kDa et 55kDa dans le cortex frontal du patient atteint
par la maladie de Pick. Tout comme avec 1’anticorps T46 (figure 42), il n’a pas été observé de
signal dans 1’hippocampe et le cervelet pour ce patient avec les anticorps 2B11 et 9D8 (figure

47 B et C).

3 DISCUSSION

Nous avons test¢ la réactivit¢ de 80 clones dirigés contre la protéine tau et ses
phosphorylations situés sur les acides aminés 181, 231 et 231/235. Nous n’avons pas retenu
d’anticorps dirigés contre la p-tau;g; suffisamment réactifs pour leurs épitopes. Nous avons
retenu 2 anticorps dirigés contre la T-tau (1D8 et 6F4), 4 dirigés contre la p-tauy;; (2B11,
4C10, 5G7 et 9D8) et un dirigé contre la p-tauysi»3s (3G3) sur des critéres de réactivité. Les
anticorps 1D8 et 6F4 se sont avérés peu sensibles et spécifiques contre les PHF. De plus,
I’anticorps 6F4 révélait des bandes non spécifiques de la MA méme au sein du cervelet chez
les patients aux deux stades de Braak évolué et débutant (figure 45 B). Le clone 4C10 a
montré une sensibilité intéressante en WB de méme qu’en immunohistochimie. De plus, il
apparait spécifique pour les 1ésions incriminant la protéine tau en immunohistochimie (figure
44 A). Néanmoins, et tout comme le 6F4, il semble manquer de spécificité en WB (figure 45
A) puisque ce clone révele des bandes dans le cervelet des patients a un stade de Braak évolué
ainsi qu’a un stade neuropathologique débutant de MA. La plupart des Iésions constituées par
la protéine tau, dont les DNF retrouvées dans la MA, n’intéressent par le cervelet. Il s’agit ici

d’un signal non spécifique de ces anticorps.

L’anticorps 3G3 dirigé contre la p-tau,s;235s démontre une bonne spécificité en WB (figure 46
B). Les clones 2BI11 et 9D8, dirigés contre la p-taups; ont montré une bonne sensibilité et
spécificité en immunohistochimie ainsi qu’en WB (figures 44 B-C-D, 46 A-C-E et 47 B-C).
De plus, les anticorps 3G3, 2B11 et 9D8 ont permis de révéler la bande minoritaire de 74kDa
retrouvée en WB dans la MA mais aussi dans une DFTP-17 en ce qui concerne les anticorps
2B11 et 9D8. De méme, I’anticorps 5G7 permet 1’obtention de bons résultats en
immunohistochimie et en WB chez le patient atteint par une MA (figures 44 C et 46 C).
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Néanmoins, nous obtenons un marquage ne correspondant pas aux profils typiquement

retrouvés dans les cas de tauopathies 3R et 4R (figure 47 A).

Nous retenons au final 3 clones (2B11, 9D8 et 5G7) dirigés contre la p-tauys; et un clone
(3G3) dirigé contre la p-tauysinis. L’anticorps 2B11 apparait le plus sensible de tous ces
clones en Dot Blot mais aussi et surtout en WB, il sera ainsi utilis¢ prioritairement afin de
mettre au point un outil immunologique de détection et de dosage de la p-tau,s; dans le LCR.
En effet, ces anticorps pourraient permettre de détecter ces protéines phosphorylées dans le
LCR de patients atteints par la MA du vivant du patient. L’utilisation de ces anticorps au sein
d’un outil immunologique de type ELISA reste a évaluer et parait une bonne alternative aux
anticorps dirigés contre la protéine tau phosphorylée en 181 pour le diagnostic biologique de

la MA et des syndromes apparentés dans le LCR.
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PARTIE 4 :

MISE AU POINT D’UN OUTIL IMMUNOLOGIQUE DE TYPE ELISA POUR LE
DOSAGE DE LA PROTEINE TAU PHOSPHORYLEE SUR L’ACIDE AMINE 231
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1 MATERIEL ET METHODES

1.1 Echantillons

Les LCR des patients ont €té choisis en fonction du diagnostic clinique et des caractéristiques
biologiques pour les 3 marqueurs T-tau, p-tau;g; et AP4,. Les LCR des patients atteints par
une MA avec un diagnostic clinique de probabilité avaient les caractéristiques biologiques de
cette pathologie (élévation de la concentration des protéines T-tau et p-tau,;s;, diminution de la
concentration du peptide AB4y). Les LCR de patients atteints par une DFT avec un diagnostic
clinique de probabilité ainsi que les patients ND avaient des concentrations normales. Tous
les patients ont été inclus soit au sein du Projet Hospitalier de Recherche Clinique 2004
D50353 soit au sein du projet européen EU FP6 LSHB-CZ-2006-037719 contrat N° 037719.
L’étude a été approuvée par le comité d’éthique local (CPP) et tous les patients (ou leurs
familles) ont été informés et ont signé un consentement éclairé (Annexe 5) ainsi qu’une notice
d’explication (Annexe 6). De plus nous avons utilisé des PHF solubilisées par la Guanidine et

extraites selon la méthode décrite précédemment.*

1.2 Méthodologie

Nous avons choisi I’anticorps monoclonal T46 (Signet, Dedham, MA, USA) comme anticorps
de capture. Cet anticorps, qui reconnait la T-tau, est sensible et bien maitrisé au laboratoire de
Neurobiologie du Groupement Hospitalier Est (Lyon). De méme, nous avons choisi
I’anticorps monoclonal 3F4 dirigé contre la PrP et reconnaissant les acides aminés 109 a 112
de la protéine Prion (Signet, Dedham, MA, USA) comme anticorps de capture contrdle. Cet
anticorps est lui aussi bien maitrisé au sein du laboratoire. Le 3F4 a été fixé sur les puits aux
mémes concentrations que le T46. L’anticorps de détection 2B11, dirigé contre la p-tauys;, a
¢été choisi sur ses criteres de sensibilité et de spécificité pour mettre au point cette détection
dans le LCR. Cet anticorps s’est révélé le plus sensible pour détecter les p-tauss;.” Les
anticorps de détection 9D8 et 5G7 ont été testés par la suite au cours des différentes

modifications de parameétres pour 1’optimisation de la spécificité de cette détection.

" Cf. Partie 3 - 1.2.1.2.1 Reconformation des PHF dans leurs formes biologiques natives

T Cf. Partie 3
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1.2.1 Détermination des paramétres initiaux

1.2.1.1 Détermination de la concentration optimale de I’anticorps de capture pour sa fixation

Nous avons déterminé les parametres initiaux permettant de saturer les plaques 96 puits dans
les meilleures conditions de détection. Cent microlitres d’anticorps monoclonal T46 ont été
déposés dans les puits a des concentrations croissantes de 0.25 pg/mL, 0.5 ng/mL, 1 pg/mL, 2
pg/mL et 5 pg/mL dans un tampon carbonate/bicarbonate (0.5M, pH 9.6). Les plaques ont
ensuite été incubées 2 heures a 37°C. Trois saturations ont été utilisées pour déterminer la

concentration d’anticorps de capture a incuber afin d’obtenir une fixation optimale :

- Gélatine a 2.5% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a
0.05% (vol/vol)

- Albumine de sérum bovin (BSA) a 5% (m/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4)
contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

- Lait a 5% (m/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol)

Des PHF solubilisées (dilution 1/1000 dans un tampon PBS contenant du Triton X-100 a
0.05% [vol/vol]) ont alors été incubées dans les puits pendant 2 heures a température
ambiante. Apres lavages, I’anticorps de détection 2B11 couplé a la biotine (1/1000 dans un
tampon PBS [pH 7.4] contenant du Triton X-100 a 0.05% [vol/vol]) a été incubé pendant 2
heures a température ambiante. L’avidine (HRP-Avidine, Zymed Laboratories, Invitrogen,
Carlsbad, Californie, USA) a été incubée 1 heure a température ambiante a une concentration
de 1/2000 dilué dans le tampon PBS (pH 7.4] contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol).
Apres lavage, 100pL de tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, Missouri, USA) ont été ajoutés.
Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumiere, 100uL
d’une solution de H,SO4 (0.6 M) ont été ajoutés afin de stopper la réaction de la peroxydase.
La lecture des densités optiques (DO) a été effectuée avec TECAN GENios (TECAN,
Grodig/Salzburg, Autriche) a 1’aide du logiciel Magellan version 3.0. La lecture des plaques a

été effectuée avec une longueur d’onde d’émission de 450 nm.
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1.2.1.2 Détermination de la nature et de la concentration du saturant a utiliser

Les bruits de fond ont ensuite ét¢ évalués de facon systématique pour les différentes
saturations suivantes diluées dans: 1) tampon PBS (pH 7.4) 2) tampon PBS (pH 7.4)
contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol) 3) tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-
100 a 0.1% (vol/vol).

- Laita 5% (m/vol)

- Lait a 3% (m/vol) et BSA a 3% (m/vol)

- BSAas5%

- BSA a 3% (m/vol) et albumine de sérum humaine (HSA) a 1% (vol/vol)
- HSA a 3% (m/vol)

- Lait a 3% (m/vol) et HSA a 1% (vol/vol)

- Gélatine a 2.5% (vol/vol)

Le pouvoir saturant des tampons ayant permis de diluer le lait, la BSA, I’HSA et la gélatine a

aussi ¢t¢ évalué.
La détection a été effectuée avec 1’anticorps de capture 2B11 (1/1000 dilué dans un tampon
PBS [pH 7.4] contenant du Triton X-100 a 0.05% [vol/vol]) couplé a la biotine via le systeme
biotine-avidine. La révélation ainsi que la lecture des DO ont été effectuées comme
précédemment.”

1.2.2 Mise au point de la détection de la p-tau231 dans le liquide céphalorachidien

1.2.2.1 Détection par le systéme biotine-avidine

Les meilleures conditions de fixation de 1’anticorps de capture et de saturation ont été choisies
pour la mise au point de la détection de la p-tau,3; dans le LCR. Nous sommes partis d’un
protocole initial comportant une incubation des LCR (100uL) de patients atteints par la MA,
la DFT ou ND de 12 heures a température ambiante. Nous avons utilisé ici un seul LCR de

chaque pathologie pour la mise au point. Aprés lavage, 100uL d’anticorps de détection

" Cf. 1.2.1.1 Détermination de la concentration optimale de I’anticorps de capture pour sa fixation au sein
de ce chapitre.
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(dilution 1/1000 dans un tampon PBS [pH 7.4] contenant du Triton X-100 a 0.05% [vol/vol])
ont ét¢ déposés dans les puits et incubés 2 heures a température ambiante. Nous avons
effectué cette mise au point avec ’anticorps monoclonal 2B11 dans un premier temps puis
avec les anticorps 9D8 et 5G7 dans un deuxiéme temps. La révélation a par la suite été
effectuée avec de ’avidine (dilution a 1/1000 dans un tampon PBS [pH 7.4] contenant du
Triton X-100 a 0.05% [vol/vol]) incubé 1h a température ambiante. La révélation ainsi que la

r r r . r r r *
lecture des DO ont été réalisées comme précédemment.

Nous avons par la suite modifié ces parametres initiaux en vue d’améliorer la spécificité de la

détection de la p-tau,;; dans le LCR.

1.2.2.2 Détection par le systeme HRP

L’anticorps monoclonal 2B11 a été couplé a ’HRP. Nous avons choisi de conserver les
meilleures conditions de dilution et d’incubation de 1’antigéne ainsi que de ’anticorps de
détection. Nous avons utilisés 4 LCR de patients atteints par la MA avec une biologie des
marqueurs (T-tau, p-tau;g; et AP4y) positifs pour cette maladie et 3 LCR de patients ND sans
argument biologique pour une pathologie dégénérative. Nous avons effectué la révélation
comme précédemment décrite. Les parameétres de lecture des absorbances sont les mémes que

celles précédemment décrites plus haut.”

2 RESULTATS

2.1 Détection par le systéeme biotine-streptavidine

2.1.1 Détermination des paramétres initiaux

Les PHF solubilisées sont détectées a des valeurs de DO équivalentes pour des concentrations
en T46 de 2pg/mL et Spg/mL avec une saturation dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du
lait & 5% (m/vol) et du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol) (figure 48).

" Cf. 1.2.1.1 Détermination de la concentration optimale de I’anticorps de capture pour sa fixation au sein
de ce chapitre.
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Figure 48. Détection des PHF en fonction de la concentration de T46 fixée sur la plaque

96 puits avec 3 saturations courantes. BSA : albumine de sérum bovin ; DO : densité optique

(saturations : gélatine a 2.5% [vol/vol] ou BSA a 3% [m/vol] ou lait a 5% (m/vol) dans un tampon
PBS [pH 7.4] contenant du triton X-100 & 0.05% [vol/vol]).

Nous avons évalué les bruits de fonds pour différentes saturations (figure 49). Les saturations

ayant donné les meilleurs résultats sont résumées dans la figure 50.
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Figure 49. Détermination de la saturation optimale avec I’anticorps de capture 2B11.

BSA : albumine de sérum bovin ; HSA : albumine de sérum humaine ; PBS : tampon phosphate salin ;

DO : densité optique (saturations : lait a 5% (m/vol), BSA a 5% [m/vol], HSA a 3% [vol/vol], gélatine

4 2.5% [vol/vol]).
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Figure 50. Meilleures saturations pour ’anticorps de capture 2B11. BSA : albumine de
sérum bovin ; HSA : albumine de sérum humaine ; DO : densité optique (saturations: lait a 5%
[m/vol], BSA a 5% [m/vol], HSA a 3% [vol/vol], BSA a 3% [m/vol] et HSA a 1% [vol/vol] dans un
tampon PBS [pH 7.4] contenant du Triton X-100 & 0.05% [vol/vol] et lait a 5% [m/vol], BSA a 3%
[m/vol] et HSA a 1% [vol/vol] dans un tampon PBS [pH 7.4] contenant du Triton X-100 a 0.1%
[vol/vol]).

Nous avons mis en évidence et confirmé que certaines saturations n’étaient pas efficaces
(gélatine, HSA seules notamment) (Figure 49). L ajout du Triton X-100 semble avoir un effet
important sur 1’efficacité des saturations. Il n’y a pas de différence significative entre le lait a
5% (m/vol), BSA a 5% (m/vol), HSA a 3% (vol/vol), BSA a 3% (m/vol) avec HSA a 1%
(vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol) ainsi
que le lait a 5% (m/vol) et la BSA a 3% (m/vol) avec HSA a 1% (vol/vol) dans un tampon
PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.1% (vol/vol) (figure 50). Notre choix s’est donc
porté sur la saturation avec de la BSA a 3% (m/vol) et HSA a 1% (vol/vol) dans un tampon

PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol).

2.1.2 Mise au point de la détection de la p-tau,3; dans le liquide céphalorachidien

Les DO observées avec 1’anticorps T46 en capture sont plus élevées que celles observées avec
le 3F4 en capture ainsi que sans anticorps de capture (figure 51 A). De plus, ce signal est plus
¢levé pour le LCR du patient atteint par la MA. Néanmoins 1’anticorps 2B11 obtient un signal
en couplage avec I’anticorps de capture T46 sans LCR. De méme, le contréle sans anticorps
de détection obtient une DO de 0.5. Les DO observées restent élevées pour les LCR avec
I’anticorps de capture 3F4 et sans anticorps de capture. Afin de vérifier la spécificité du

signal, nous avons déposé les LCR dans des puits sans anticorps de capture ni de détection
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(figure 51 B). Les DO observées avec les dépots contrdles de LCR sont trés élevées. Nous
sommes en présence d’un signal non spécifique provenant du LCR. Nous avons obtenu des
résultats identiques avec les différents anticorps de capture 2B11, 9D8 et 5G7 (données non

montrées).
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WBlanc sans anticorps

—‘ secondaire
1 r i -
: 1

T46 Sans anticorps 3F4 Sans anticorps de capture
de capture ni anticorps de détection

Figure 51. Détection de la tau phosphorylée sur I’acide aminé 231 dans le liquide
céphalorachidien avec le 2B11. MA : maladie d’Alzheimer ; DFT : démence frontotemporale ;
ND : non dégénératif ; DO : densité optique (A : dépots de 3 LCR de patients atteints par une maladie
d’Alzheimer, une démence frontotemporale et une maladie non dégénérative dans les puits ou sont
fixés les anticorps T46, 3F4 ainsi qu’un contrdle sans anticorps, les « blancs » correspondent a du PBS

; B : dépots des 3 LCR dans des puits sans anticorps de capture ni anticorps de détection).

Afin de diminuer le signal non spécifique, nous avons effectué des dilutions de 1’avidine

(1/2000, 1/3000, 1/5000) dans différents tampons :

- PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

- Lait a 5% (m/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol)

- BSA a 3% (m/vol) et HSA a 1% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du
Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

- BSA a 6% (m/vol) et HSA a 2% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du
Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

Néanmoins aucune de ces conditions ne nous a permis d’améliorer le signal non spécifique

observé (données non montrées). Les conditions d’incubation de I’avidine ont alors été
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modifiées et nous avons choisi de I’incuber a 4°C pendant 1 heure dans les différentes
conditions de dilution citées plus haut. Nous avons constaté une diminution générale des DO
obtenues par cette incubation a 4°C avec une 1égeére diminution de la non spécificité (données
non montrées). Suite a cette 1égere amélioration nous avons décidé de conserver I’incubation

de 1’avidine a 4°C.

L’anticorps de détection 2B11 a aussi été dilué dans les tampons ayant permis de diluer
I’avidine, néanmoins nous n’avons pas observé de bénéfice sur la spécificité et seules les DO
sont tres nettement diminuées de maniere générale (données non montrés). La dilution de
I’anticorps de détection dans le tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol) semble étre optimale. Nous avons ensuite testé I’effet de la température d’incubation
de I’anticorps de détection sur la spécificité. Le 2B11 dilué dans le tampon PBS (pH 7.4)
contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol) a été incubé pendant 12 h a 4°C a la place de la
température ambiante. Nous avons observé une 1égere amélioration de la spécificité (figure

52). Nous conserverons ce parametre.

DO 3
A|B
o A
25 47
BOFT
5 1 ]
amnD
15 1+ — OBlanc
4 L M Elanc sans anticorps
secondaire
05 1 [ ]
T46 Sans anticorps 3F4 Sans anticorps de capture
de capture ni anticorps de détection

Figure 52. Incubation de I’anticorps de détection 2B11 a 4°C pendant 12 heures. MA :
maladie d’Alzheimer ; DFT : démence frontotemporale ; ND : non dégénératif ; DO : densité optique
(A : dépots de 3 LCR de patients atteints par une maladie d’Alzheimer, une démence frontotemporale
et une maladie non dégénérative dans les puits ou sont fixés les anticorps T46, 3F4 ainsi qu’un
contréle sans anticorps, les « blancs » correspondent & du PBS ; B : dépots des 3 LCR dans des puits

sans anticorps de capture ni anticorps de détection).

Les LCR ont alors été dilués (1/2) dans les différents tampons précédents nous ayant permis

de diluer I’avidine et I’anticorps de détection :
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- PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

- Lait a 5% (m/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol)

- BSA a 3% (m/vol) et HSA a 1% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du
Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

- BSA a 6% (m/vol) et HSA a 2% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du
Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

La dilution des LCR (1/2) dans le tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol) a permis de diminuer le signal non spécifique obtenu (figure 53). La DO obtenue
avec le LCR dilué de patient atteint par la MA incubé en présence de 1’anticorps de capture
T46 est retrouvée sensiblement plus élevée que toutes les autres DO (figure 53 A). De plus,
nous avons observé une diminution des DO pour les contrdles (avec 3F4, sans anticorps de
capture et/ou sans anticorps de détection). Les autres conditions de dilution ne nous ont pas

permis d’obtenir d’amélioration de la spécificité (données non montrées).
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Figure 53. Détection de la p-tauy;; dans le LCR dilué (1/2) dans du PBS (pH 7.4)
contenant du Triton X100 a 0.05% (vol/vol) révélé par le 2B11. MA : maladie d’Alzheimer ;
DFT : démence frontotemporale ; ND : non dégénératif ; DO : densité optique (A : dépdts de 3 LCR
de patients atteints par une maladie d’Alzheimer, la démence frontotemporale et une maladie non
dégénérative dans les puits ou sont fixés les anticorps T46, 3F4 ainsi qu’un contrdle sans anticorps, les
« blancs » correspondent a du PBS ; B : dépdts des 3 LCR dans des puits sans anticorps de capture ni

anticorps de détection).

Des dilutions plus importantes du LCR (dilutions au 1/3 et 1/4) ont montré des diminutions
globales des DO et avec une augmentation de la non spécificité (données non montrées). Une

dilution plus importante des LCR ne s’est donc pas avérée contributive.

Afin de diminuer ce signal non spécifique, les LCR dilués (1/2 dans le tampon PBS [pH 7.4]
contenant du Triton X-100 a 0.05% [vol/vol]) ont été incubés 12 heures a 4°C (figure 54). Le
signal non spécifique est réduit de maniere générale sans perte du signal obtenu avec le T46
en capture (figure 54 A). Néanmoins, le 3F4 en capture obtient un signal significativement

plus élevé que les autres contrdles.
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Figure 54. Détection de la p-tau,3; dans le LCR dilué (1/2) dans du PBS contenant du
Triton X100 a 0.05% incubé a 4°C et révélé par le 2B11. MA : maladie d’Alzheimer ; DFT :
démence frontotemporale ; ND : non dégénératif ; DO : densité optique (A : dépots de 3 LCR de
patients atteints par une maladie d’Alzheimer, la démence frontotemporale et une maladie non
dégénérative dans les puits ou sont fixés les anticorps T46, 3F4 ainsi qu’un contrdle sans anticorps, les
« blancs » correspondent a du PBS ; B : dépots des 3 LCR dans des puits sans anticorps de capture ni

anticorps de détection).

L’utilisation du 9D8 en anticorps de détection n’a pas permis d’améliorer la spécificité¢ du
signal, les DO ¢étant comparables a celles observés en utilisant le 2B11 (données non
montrées). L utilisation du 5G7 dans ces conditions n’a également pas permis d’améliorer la
spécificité de facon générale, il permet néanmoins de diminuer légérement le signal obtenu

avec le 3F4 en capture dans ces conditions (figure 55).
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Figure 55. Détection de la p-tau,3; dans le LCR dilué (1/2) dans du PBS contenant du
Triton X100 a 0.05% incubé a 4°C et révélé par le SG7. MA : maladie d’Alzheimer ; DFT :
démence frontotemporale ; ND : non dégénératif; DO : densité optique (A : dépdts de 3 LCR de
patients atteints par une maladie d’Alzheimer, la démence frontotemporale et une maladie non
dégénérative dans les puits ou sont fixés les anticorps T46, 3F4 ainsi qu’un contrdle sans anticorps, les
« blancs » correspondent du PBS ; B : dépots des 3 LCR dans des puits sans anticorps de capture ni

anticorps de détection).

Nous n’avons pas amélioré la spécificité du signal en remplagant la BSA par le lait dans ces
conditions (données non montrées). De plus, afin de concentrer les LCR pour augmenter la
concentration potentielle de la p-tauys; au sein de ce liquide, les LCR ont été ultrafiltrés. Nous
avons observé un signal bien moins spécifique que ceux obtenus auparavant (données non

montrées).

Nous avons tout de méme réussi a améliorer la spécificité au sein des conditions contrdles
sans anticorps de capture ni anticorps de détection (figure 53 B). Néanmoins il existe toujours
un manque de spécificité puisque 1’anticorps 3F4 semble capturer des éléments détectés par la
suite. Il pourrait s’agir en partie d’un probleme li¢ a la méthode de détection elle-méme
(systéme biotine-avidine). Nous avons donc choisi une autre méthode de détection permettant
de se soustraire de ’avidine qui pourrait étre une étape limitante pour la spécificité des

signaux.
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2.2 Détection par le systéeme HRP

Nous avons décidé de garder les conditions nous permettant d’obtenir les meilleurs résultats
avec la méthode de détection précédente : incubation des LCR dilués 1/2 dans le tampon PBS
(pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol) pendant 12 heures a 4°C et incubation a
4°C pendant 12 heures de 1’anticorps de capture (1/1000) dilué dans le tampon PBS (pH 7.4)
contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol).

Nous avons testé les 2 types de saturations s’avérant précédemment les plus efficaces pour
cette nouvelle technique de détection avec les anticorps secondaires directement couplés a la

peroxydase :

- Lait a 5% (m/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05%
(vol/vol)

- BSA a 3% (m/vol) avec HSA a 1% (vol/vol) dans un tampon PBS (pH 7.4) contenant
du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol)

Quatre LCR de patients atteints par la MA et 3 LCR de patients ND ont été déposés.

L’utilisation du lait apparait légérement plus efficace que la BSA avec HSA dans ces
nouvelles conditions de détection (figures 56 et 57). De plus nous avons obtenu une
spécificité supérieure avec le lait en saturation que lors de la détection précédente. Nous avons
observé une diminution importante du bruit de fond en utilisant la peroxydase directement

couplée a I’anticorps de détection par rapport au systeme avidine-biotine (figures 55 et 56).
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Figure 56. Détection de la p-tau,3; dans le LCR révélé par le 2B11 avec une saturation
au lait. MA : maladie d’Alzheimer (n=4) ; ND : non dégénératif (n=3); Blanc : tampon PBS ; DO :
densité optique
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Figure 57. Détection de la p-tau,3; dans le LCR révélé par le 2B11 avec une saturation a
la BSA et HSA. MA : maladie d’Alzheimer (n=4) ; ND : non dégénératif (n=3) ; Blanc : tampon
PBS ; DO : densité optique.

Les valeurs de DO sont faibles avec cette nouvelle technique de détection. Afin d’améliorer la
capture ainsi que I’écart entre la capture spécifique et non spécifique (signaux avec le 3F4 et
sans anticorps de capture), une augmentation du temps d’incubation des LCR a 4°C a été
effectuée avec une incubation pendant 72 heures a 4°C. Nous n’observons pas d’amélioration
de la spécificité avec des ratios signaux spécifiques sur non spécifiques identiques, néanmoins

une légere augmentation générale des valeurs de DO a été observée (données non montrées).
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Afin d’améliorer la détection de la p-tauys; dans les LCR, nous avons décidé de les déposer
purs en conservant les parametres précédents : incubation des LCR pendant 72 heures au lieu
de 12 heures a 4°C et incubation a 4°C pendant 12 heures de I’anticorps de capture (1/1000)
dilué dans le tampon PBS (pH 7.4) contenant du Triton X-100 a 0.05% (vol/vol).

Le dépot des LCR non dilués dans ces conditions nous révele des valeurs de DO importantes
avec le 3F4 en capture pour les LCR de patients atteints par une MA et ND (figure 58). Nous
avons confirmé sur plus de quatre essais différents la réalité des signaux obtenus sur ces LCR

avec le 3F4 en capture.
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Figure 58. Détection de la p-tau,3; dans le LCR déposé pur et révélé par le 2B11. MA :

maladie d’Alzheimer ; ND : non dégénératif ; Blanc : tampon PBS ; DO : densité optique.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons utilisé¢ en complément du 3F4 un autre anticorps
monoclonal, le 12F10, reconnaissant la séquence 142-160 de la PrP (figure 59). En plus des
dépots de LCR nous avons déposé des PHF solubilisées (dilution 1/1000 dans du PBS [pH
7.4] contenant du Triton X-100 a 0.05% [vol/vol]). Le T46 en capture reconnait les PHF de
manicre sensible alors que le signal obtenu avec les anticorps anti-PrP est faible. Néanmoins
le signal obtenu avec le T46 en capture sur les LCR MA et ND est dans le bruit de fond. Les
anticorps dirigés contre la PrP arrivent a capturer, spécifiquement du point de vue de notre
mise au point technique, une entité biologique présente dans le LCR et reconnu par le 2B11.
L’anticorps 12F10 est plus sensible dans cette capture que 1’anticorps 3F4. Il n’y a pas de
différence de valeurs de DO entre les LCR de patients MA et ND.
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Figure 59. Détection de la p-tau,3; dans le LCR déposé pur et révélé par le 2B11. MA :

maladie d’Alzheimer ; ND : non dégénératif ; DO : densité optique.

Afin de confirmer ces données, nous avons effectué la méme capture que précédemment avec
une révélation par I’anticorps 15F5 couplé a la peroxydase et reconnaissant la séquence 129-
142 de la PrP (Roboscreen, Liepzig) (figure 60). L’anticorps T46 n’obtient aucun signal avec
I’anticorps 15F5 en détection, de méme que 1’anticorps 12F10 qui obtient un tres faible signal
avec le 15F5 en détection. Aux vues des signaux obtenus a I’aide du sandwich 3F4/15FS5,
nous pouvons affirmer que ces LCR contiennent de la PrP.
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Figure 60. Détection de la protéine Prion dans le LCR déposé pur et révélé par le 15F5.
MA : maladie d’ Alzheimer ; ND : non dégénératif ; DO : densité optique.
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3 DISCUSSION

Nous avons finalement réussi a mettre au point les parameétres techniques permettant de
diminuer de fagon drastique les signaux non spécifiques. La nouvelle méthode de détection
utilisée (anticorps de détection directement couplé a I’HRP) nous a permis d’éliminer une
¢tape (incubation de I’avidine) extrémement limitante pour 1’obtention d’un signal spécifique.
De méme, I’incubation des LCR a 4°C notamment, le dépot des LCR non dilués ainsi que
I’augmentation de ces temps d’incubation ont favorisé I’apparition d’un signal spécifique. Ces
temps d’incubations relativement long (plus de 60 heures) ont été rapportés dans la littérature

et font partie des étapes critiques du dosage de la p-tau,s; dans le LCR.>"

Néanmoins, nous
n’avons pas réussi a obtenir un signal de la p-tau,s; suffisamment sensible. De plus nous ne
sommes pas parvenu a mettre en évidence de différences entre les patients atteints par une

MA et ND.

Selon des études anatomopathologiques, la phosphorylation de la protéine tau sur ’acide
aminé 231 apparait trés précocement dans 1’établissement des 1ésions de type Alzheimer.***
37 Sa présence et son dosage dans le LCR pourrait étre un élément important du diagnostic
précoce de la MA chez les sujets atteints par une MA débutante encore au stade MCI. 1l existe
des disparités dans les concentrations intrathécales observées de cette protéine qui varient
considérablement selon les différentes ¢études. Certaines études dans le LCR rapportent des
concentrations considérables de la p-tau,;; dans le LCR des patients atteints par la MA (de
I’ordre de 500pg/mL jusqu’a 1000ng/mL) alors que d’autres dtudes obtiennent des

concentrations plus faibles que celles retrouvées pour la p-taus; (inférieures a 50pg/mL).**"

374, 382 510513 11 ost intéressant de noter que les valeurs les plus élevées ont été
chronologiquement retrouvées au début de 1’étude des dosages de la p-taus; dans le LCR.
Plus récemment, ces valeurs sont retrouvés plus basses, soulignant sirement un probléme de

spécificité au début de la saga scientifique.

Quoi qu’il en soit, le dosage de la p-tau,3; permet de différencier les patients avec une MA
des patients atteints par d’autres troubles neurologiques avec une sensibilité de 85% et une
spécificité de 97%.°'° Ces trés bonnes performances sont retrouvées de facon générale dans
les études s’intéressant au dosage de cette protéine dans le LCR. Néanmoins cette
performance diminue dans la différenciation de la MA des démences vasculaires ou de la

DCL, ces résultats pouvant é&tre expliqués par D’existence fréquente de pathologies

219



concomitantes.”®” *’! En revanche sa performance est trés bonne pour I’identification des

patients avec un MCI atteints d’une MA sous-jacente et débutante.’®

Afin de mettre au point notre technique ELISA pour le dosage de la p-tauys; dans le LCR,
nous avons choisi des LCR de patients atteints par la MA ainsi que des patients ND. Les
patients atteints par la MA ont été choisis selon des critéres biologiques (avec une élévation
de la concentration des protéines T-tau, p-tau;s; et une diminution de la concentration peptide
AP, dans le LCR) et des critéres cliniques. Il a été rapporté une diminution importante de la
concentration intrathécale de la p-tauss; avec la progression de la MA.** C’est pourquoi nous
avons choisi des patients atteints par la MA a un stade débutant de la maladie ou avec un
diagnostic de MCI faisant fortement suspecter une MA débutante d’un point de vu clinique.
Cependant nous ne sommes pas parvenus a détecter la p-taups; de maniere suffisamment
sensible. Ces résultats pourraient étre expliqués par la faible quantité intrathécale de cette
protéine retrouvée dans certaines études.”® *'% 33 Ainsi le masquage de cette protéine par
d’autres protéines retrouvées en quantité plus importante dans ce fluide biologique (telle que
I’albumine par exemple) pourrait avoir réduit I’accessibilité de I’épitope a I’anticorps de

capture T46.

De fagon surprenante, nous avons détecté dans des conditions trés spécifiques un signal
semblant provenir de la PrP avec I’anticorps de détection 2B11 dirigé contre la p-tauys;
(figure 59). Nous avons ensuite confirmé la présence de PrP dans les LCR de patients MA et
ND dans ces conditions (figure 60) et ainsi que ce signal correspondait vraisemblablement a
de la PrP. La détection par 1’anticorps 15F5 a révélé un signal important avec le 3F4 en
capture mais un signal trés faible avec le 12F10 en capture. Les sites de fixation de ces
anticorps a la PrP (3F4 : acides aminés 109 a 112 ; 12F10 : acides aminés 142 a 160 ; 15F5 :
acides aminés 129 a 142) sont trés proches pour cette protéine en ce qui concerne le 12F10 et
le 15F5. La proximité de ces épitopes peut géner considérablement la détection de la PrP par

ces 2 anticorps. Ce signal nous apparait donc spécifique dans ces conditions.

Néanmoins, la présence d’un tel signal avec I’anticorps 2B11 en détection est surprenante. La
concentration de PrP dans le LCR est connue et dépasse les 200 ng/mL.**® Cette charge
importante dans le LCR pourrait étre en partie responsable des faibles DO observés pour le
dosage de la p-tau,3; dans nos conditions. Cependant notre anticorps de capture, dirigé contre

la p-tauys;, révele la PrP fixée aux anticorps de capture 3F4 et 12F10. Aucune homologie dans
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les séquences primaires des protéines tau et Prion n’a été observée. Ce signal pourrait tre
expliqué par une reconnaissance conformationelle de la PrP par I’anticorps 2B11 ou alors une
action chaperonne de la PrP envers la protéine tau qui serait révélée par le 2B11. Néanmoins
les résultats que nous avons obtenus en Dot Blot (avec des LCR) ainsi qu’en WB avec

I’anticorps 2B11 (figures 43 et 46 A) n’ont pas montré de détection non spécifique.

L’anatomopathologie avec I’examen immunohistochimique nous révele une coexistence
fréquente des lésions impliquant la protéine tau et la PrP.'”* De plus et de maniére trés
intéressante, certaines Iésions (DNF notamment) pourraient étre constituées en méme temps
des deux protéines (figure 61). Nous avons étudié¢ rétrospectivement, au sein du laboratoire
d’anatomopathologie du groupement hospitalier Est (Lyon), 10 cas de patients autopsiés entre
2009 et 2010 avec une suspicion clinique de MCJ. Les diagnostics de confirmation révélaient
7 patients atteints par une MCJ, 1 patient avec une DFT, 1 patient avec une démence mixte
(DCL de Braak 6 et MA de Braak 3) et enfin un patient ND. Dans 5 des 7 patients avec une
MCJ il n’existait pas de I€sion neuritique ou de DNF constituée de protéines tau et les plaques
rencontrées étaient constituées de PrP. En revanche, les anticorps 12F10 et 3F4 (dirigés contre
la protéine Prion) ont clairement détecté la présence de neurites caractéristiques de la protéine
tau ainsi que des pré-dégénérescences neurofibrillaires au niveau du cortex préfrontal chez 2
patients avec une MCJ confirmée (figure 61 D). Il a été observé le méme marquage chez le
patient atteint par une démence mixte (figure 61 A) ainsi que dans I’insula du patient avec une
DFT (figure 61 B). Ces marquages avec les anticorps anti-PrP n’ont pas été observés chez les

autres patients.

Il est connu que la charge cérébrale de PrP augmente dans les synapses détruites par les

processus dégénératifs de la MA.>'*

Ainsi il n’est pas rare de retrouver un marquage de la PrP
par les anticorps 12F10 et 3F4 au niveau des neurites et des plaques neuritiques constituées
par la protéine tau. Néanmoins la présence de PrP dans les DNF reste encore a élucider (figure
61) et il pourrait s’agir d’un phénomene plus large faisant intervenir une co-agrégation de ces
deux protéines. Il a été récemment montré, lors d’une étude in vitro, que la PrP interagissait
avec la protéine tau et que cette interaction spécifique était susceptible de former des
complexes entre ces 2 protéines.””” Les résultats in vivo que nous avons obtenus dans le LCR,
corroborant les observations immunohistochimiques post-mortem, pourraient refléter ce

processus physiopathologique encore mal connu et il apparait important de confirmer ces

hypotheses.
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Figure 61. Coupes de tissus cérébraux arborant des lésions tauopathiques marquées par
des anticorps anti-Prion en immunohistochimie. A : plaques neuritiques (fleche noire) dans le
cortex préfrontal d’un patient atteint par une démence mixte (maladie d’ Alzheimer a un stade de Braak
3 et démence a corps de Lewy a un stade de Braak 6) révélées par I’anticorps 12F10; B:
dégénérescences neurofibrillaires (fleches noires) dans I’insula d’un patient avec une démence
frontotemporale révélées par 1’anticorps 12F10 ; C: dégénérescences neurofibrillaires (fleche noire)
dans I’insula d’un patient avec une démence frontotemporale révélé par 1’anticorps AT8 dirigé contre
la protéine tau phosphorylée ; D : neurites et pré-dégénérescences fibrillaires (fléches noires) marquées
par I’anticorps 3F4 dans le cortex préfrontal d’un patient atteint par une MCJ (résultats fournis par le

Dr. Nathalie Streichenberger).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

223



L’introduction des biomarqueurs du LCR dans la stratégie diagnostique de la Maladie
d’Alzheimer a permis d’améliorer considérablement la performance du diagnostic différentiel
de la MA. Les études de la valeur de ces marqueurs impliquant une confirmation
neuropathologique montrent que le diagnostic biologique est plus sensible et spécifique que le
diagnostic clinique dans le cadre d’un syndrome démentiel.*** L’association des différentes
disciplines que sont la clinique, la biologie, la radiologie ainsi que la neuropsychologie

contribue a améliorer la performance de ce diagnostic difficile.

Dans notre travail, nous avons validé les seuils de concentrations les plus efficaces pour les 3
marqueurs biologiques usuels du LCR dans le cadre d’un diagnostic différentiel de MA (T-
tau, p-taul81 et AB4;). Ces seuils sont conformes a ceux retrouvés dans la littérature.>>% 316317
Dans ces biomarqueurs de routine, l’utilisation du peptide A4, dans la majorité des
diagnostics différentiels de la MA a plutdt fait diminuer les performances diagnostiques. Cela
nous a encouragé a étudier un marqueur complémentaire de la voie amyloide, le peptide AB4o.
L’apport du dosage du peptide AB4 au sein de cette triade biologique est significatif pour
I’amélioration des performances. En effet, nous avons montré que le ratio de la concentration
des peptides AB42/AB4o associé aux concentrations des protéines T-tau et p-tau;g; permettait
d’obtenir une meilleure performance diagnostique que la triade de routine. Nous avons
observé une augmentation significative de la sensibilité, passant de 81.1% a 96% avec
I’association du ratio AP4/AB4o et des dosages des protéines T-tau et p-tau;g; pour tous les
diagnostics différentiels. De méme les spécificités ont été améliorées de manicre générale par
I’utilisation de ce ratio pour discriminer les patients avec une MA de ceux atteints par d’autres
pathologies: la distinction avec la DFT passant de 88.2% a 92.5%, la discrimination avec la
DCB passant de 61.5% a 85.7%, ainsi que la distinction avec la MCJ qui était de 84.6% pour
les biomarqueurs de routine et qui a ét¢ augmentée a 100% avec I'utilisation du ratio
AB42/ABa4o. Seule la spécificité dans la distinction de la MA et de la DCL a 1égérement chuté,

néanmoins une spécificité acceptable de 82.8% a été conservée.

C’est donc fort logiquement que nous avons choisi d’évaluer 1’intérét de ces dosages (T-tau,
p-taul81 et ratio AP4/AB4) lors de présentations cliniques syndromiques afin d’identifier
biologiquement les patients atteints par une MA a présentation clinique focale. L’ utilisation
de ce ratio au sein des dosages des protéines T-tau et p-tau;g; nous a permis de mettre en
évidence des profils biologiques dont I’interprétation était finalement biaisée par le résultat du

dosage du peptide AB4. Ainsi, nous avons donc diminué significativement le nombre de
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situations biologiques dites « atypiques », c'est-a-dire présentant soit un argument biologique
en faveur de la présence de DNF (augmentation intrathécale des protéines T-tau et p-tau;g;)
sans modification initiale du peptide A4, soit une diminution de ce seul peptide alors que les
2 autres marqueurs restaient dans les valeurs dites normales. L’enseignement principal est que
devant un profil biologique atypique, la mesure du peptide A4 reflétant la charge globale en
peptides amyloides, est indispensable pour interpréter la concentration du peptide mesurée par
le peptide AP4y. Il parait tout a fait étonnant que le milieu scientifique n’aie pas remis en
cause plus rapidement I’hypothése communément admise établissant le lien entre les plaques
amyloides intracérébrales et la diminution intrathécale du peptide AP, alors que le dosage du
peptide AB4o était déja disponible. Néanmoins, malgré 1’utilisation de ce ratio, nous avons
trouvé encore une proportion loin d’étre négligeable de biologie dite « atypique » au sein de
cette population de patients. De ce fait, 1’étiologie sous-jacente de ces syndromes n’a pas pu
étre posée dans ces situations. Ces observations peuvent €tre en rapport avec 1’existence de

pathologies co-occurrentes chez ces patients.

Cette coexistence fréquente des I€sions retrouvées neuropathologiquement lors d’un tableau
clinique de démence est une limite au diagnostic antemortem mais laisse aussi apparaitre des
questions physiopathologiques concernant la genése du substrat 1ésionnel de pathologies
connues que sont les différentes maladies neurodégénératives. Ainsi des plaques neuritiques
peuvent étre observées dans le cerveau de patients atteints par le vMCJ par exemple.”®” Les
Iésions cérébrales constituées par la protéine tau (DNF et plaques neuritiques notamment)
peuvent étre associées a d’autres profils neuropathologiques ne faisant pas intervenir cette
protéine de prime abord. En mettant en place au laboratoire de neurobiologie du groupement
hospitalier Est de Lyon une technique biochimique de détection et de caractérisation des PHF
constituant les DNF, nous avons contribué efficacement a la description originale de
pathologies concomitantes dont certains profils 1ésionnels font intervenir les protéines tau
pathologiques chez des patients atteints d’'une MCJ génétique (mutation E200K du géne de la
PrP).!” Nous avons notamment observé dans des proportions variables, la présence de PHF
ainsi que des formes tronquées de protéines tau pathologiques, et le type d’inclusions de
protéines tau (3R ou 4R). Au dela de la caractérisation de ces anomalies concernant les
protéines tau, c’est la premiere fois qu’il est montré sur une cohorte de 40 patients atteints
d’une MCJ génétique (au regard d’une maladie rare, ¢’est une cohorte trés importante), un
pourcentage aussi ¢levé de coexistence de différentes lésions pathologiques considérées

normalement non reliées a la pathologie en cause (amyloidopathie, a-synucléopathies et
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jusqu’a 90 % d’anomalies concernant les protéines tau). Ces résultats débouchent sur la
question importante de la nécessité de I’existence de co-pathologies pour 1’expression clinique
de ce type de maladie a prions et ouvrent un champ d’investigation quasi inexploré dans les
pathologies neurodégénératives sur le lien entre co-pathologies et hétérogénéité de

I’expression clinique.

L’observation de ces pathologies intercurrentes met en lumicre toute la complexité et les
limites actuelles pour établir une classification nosologique de ces différentes protéinopathies,
posant un voile toujours plus opaque sur les processus étiopathogéniques mis en jeu dans
I’instauration des Iésions cérébrales. Les expressions cliniques de certaines pathologies
pourraient prendre leurs sources dans les phénoménes d’altérations protéiques observés
cérébralement et 1’existence fréquente de tels processus intriqués tend a rendre encore plus

difficile le diagnostic clinique du vivant du patient.

Quoi qu’il en soit, la maitrise de cet examen biochimique, via la migration électrophorétique
des PHF, nous a permis d’évaluer la sensibilit¢ ainsi que la spécificité¢ d’outils
immunologiques congus au sein d’un comsortium médico-scientifique. Dans 1’optique
d’améliorer la spécificité du diagnostic biologique, nous avons congu et caractérisé des
anticorps dirigés contre des formes de la protéine tau retrouvées en plus grande quantité dans
le LCR des patients atteints par la MA. Dans un premier temps nous avons principalement
¢valué des anticorps reconnaissant la p-tauys; connue pour sa grande spécificité ainsi que sa
précocité d’apparition dans le LCR chez ces patients.”® De plus nous avons aussi évalué un
anticorps d’une grande qualité dirigé contre la p-tauysjnszs. Néanmoins, nous n’avons pas
choisi d’évaluer ce dernier clone dans le LCR du fait de concentrations intrathécales
extrémement faibles retrouvées chez les patients atteints par la MA.*® Bien que trés
fastidieux et consommateur de temps, nous avons caractérisé 1’ensemble des clones sur des
fragments cérébraux a partir de techniques de screening et de WB. Dans un deuxiéme temps
nous avons utilisé les anticorps nous paraissant les plus sensibles et spécifiques afin de mettre

au point un test ELISA susceptible de détecter et doser par la suite les p-tau,3; dans le LCR.

Nous avons été longtemps confrontés a des problémes de fixation non spécifique ne nous
permettant pas de présager de la fixation de la p-tauys; lors de notre mise au point. Une autre
méthode de détection nous a permis d’affiner considérablement la spécificité de notre ELISA

mais finalement, le dosage de la p-tauys; dans ce sandwich est resté sous le seuil de détection

226



de notre technique. De fagon trés surprenante, nous avons obtenu un signal spécifique ne
provenant pas de la protéine tau. Les tests que nous avons effectués avec d’autres anticorps
dirigés contre la PrP nous ont confirmé que ce signal provenait de la PrP retrouvée dans le
LCR. Néanmoins sa détection par un clone dirigé contre la p-tau,s; reste a expliquer. Les
faibles DO obtenues par notre sandwich pour la détection de la p-tauys; pourraient provenir
d’autres protéines en concentration plus élevées dans le LCR (albumine, voire méme PrP)
masquant en partie 1’interaction de 1’anticorps de capture avec la p-tauy;;. De méme, une
reconnaissance conformationnelle de la protéine Prion par notre anticorps de détection ainsi
qu’une action chaperonne de la PrP envers la protéine tau ayant permis sa détection par
I’anticorps secondaire sont des hypothéses envisageables. Quoi qu’il en soit, une confirmation

des hypothéses formulées parait nécessaire.

Afin d’améliorer la détection de la p-tau,3; dans le LCR dans les conditions spécifiques que
nous avons établies, 1’utilisation d’un autre anticorps commercial de capture dirigé contre la
protéine T-tau et ayant confirmé son intérét dans le LCR est a tester au sein de ce sandwich.
De méme, nous évaluerons 1’utilisation combinée de 2 anticorps de détection dirigés contre la

p-taups; afin d’augmenter le seuil de détection de cette espece protéique avec notre technique.

Dans cette optique, nous pouvons envisager d’effectuer des extractions de la PrP chez des
patients atteint de MCJ et pouvant présenter pour certains d’entre eux des caractéristiques
neuropathologiques de tauopathies. Aprés séparation éléctrophorétique de ces extractions,*” il
serait intéressant de révéler ces WB avec notre anticorps de détection reconnaissant la p-
taups;. De plus, et afin d’approcher I’interaction potentielle de la PrP et de la protéine tau dans
le LCR, il nous faudrait utiliser des techniques puissantes et robustes de protéomique
fonctionnelle analysant les interactions protéiques telle que le Biacore. Ces technologies
pourraient nous permettre de mieux comprendre les résultats biologiques que nous avons

obtenus et de facon plus générale la genese et le substratum vraisemblablement commun de

toutes ces affections neurodégénératives.
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ANNEXES
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ANNEXE 1:

CRITERES DE DEFINITION DE LA MALADIE D’ALZHEIMER SELON LE DSM-
IV (DIAGNOSTIC AND STATISTICAL MANUAL OF MENTAL DISORDERS, 4

EDITION).
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A. Apparition de déficits cognitifs multiples comme en témoignent a la fois :
1. une altération de la mémoire (altération de la capacité d’apprendre des informations
nouvelles ou de se rappeler les informations apprises antérieurement)
2. une ou plusieurs des perturbations cognitives suivantes :
a. aphasie (perturbation du langage)
b. apraxie (altération de la capacité a réaliser une activité malgré des fonctions
motrices intactes)
c. agnosie (impossibilité de reconnaitre des objets malgré des fonctions sensorielles
intactes)
d. perturbation des fonctions exécutives (faire des projets, organiser dans le temps,

avoir une pensée abstraite)

B. Les déficits cognitifs des critéres Al et A2
Ces déficits sont tous deux a l’origine d’une altération significative du fonctionnement
social ou professionnel et représentent un déclin significatif par rapport au niveau de

fonctionnement antérieur

C. L’évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif continu

D. Les déficits cognitifs des critéres Al et A2 ne sont pas dus :
1. a d’autres affections du systéme nerveux central qui peuvent entrainer des déficits
progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (par exemple maladie
cérébrovasculaire, maladie de Parkinson, chorée de Huntington, hématome sous-dural,

hydrocéphalie a pression normale, tumeur cérébrale)
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2. a des affections générale pouvant entrainer une démence (par exemple hypothyroidie,

carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre, hypercalcémie, neurosyphilis,

infection par le VIH)

3. ades affections induites par une substance

Les déficits ne surviennent pas de facon exclusive au cours de I’évolution d’un delirium
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ANNEXE 2 :

MINI MENTAL STATE (MMS)
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Mini Mental State Examination (MMSE) (Version consensuelle du GRECO)

Orientation /10
Je vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre mémoire.

Les unes sont trés simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du mieux que vous pouvez.

Quelle est la date complete d’aujourd’hui ?

Si la réponse est incorrecte ou incomplete, posées les questions restées sans réponse, dans 1’ordre suivant :

1. En quelle année sommes-nous ? L]
2. En quelle saison ? ]
3. En quel mois ? ]
4. Quel jour du mois ? 0l
5. Quel jour de la semaine ? ]
Je vais vous poser maintenant quelques questions sur 1’endroit ou nous trouvons.
6. Quel est le nom de 1’hopital ot nous sommes ?* ]
7. Dans quelle ville se trouve-t-il ? L]
8. Quel est le nom du département dans lequel est située cette ville ?** ]
9. Dans quelle province ou région est située ce département ? ]
10. A quel étage sommes-nous ? ]
Apprentissage /3
Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez de les retenir
car je vous les redemanderai tout a I’heure.
11. Cigare Citron Fauteuil ]
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard ]
Répéter les 3 mots.
Attention et calcul /5
Voulez-vous compter a partir de 100 en retirant 7 a chaque fois ?*
14. 93 Ol
15. 86 ]
16. 79 ]
17. 72 ]
18. 65 ]
Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont obtenu le maximum de points, demander :
Voulez-vous épeler le mot MONDE a I’envers ?**
Rappel /3
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandés de répéter et de retenir tout a I’heure ?
11. Cigare Citron Fauteuil ]
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard ]
Langage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cet objet ?* ]
Montrer votre montre. 23. Quel est le nom de cet objet ?** ]
24. Ecoutez bien et répétez aprés moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »*** ]
Poser une feuille de papier sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant : « Ecoutez bien et faites ce que je vais vous dire :
25. Prenez cette feuille de papier avec votre main droite, ]
26. Pliez-la en deux, O
27. Et jetez-la par terre. »**** ]
Tendre au sujet une feuille de papier sur laquelle est écrit en gros caractere : « FERMEZ LES YEUX » et dire au sujet :
28. « Faites ce qui est écrit ». U
Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo, en disant :
29. « Voulez-vous m’écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase entiere. »***** ]
Praxies constructives /1
Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander : 30. « Voulez-vous recopier ce dessin ? » ]



« FERMEZ LES YEUX »

A\
>




ANNEXE 3 :

TEST DES 5 MOTS DE DUBOIS
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Le test de Cingq mots
(B Dubois. Fiche technique. Neurologie-Psychiatrie-Gériatrie 2001).

Date du test Prénom Nom

On présente une liste de 5 mots et on demande de les lire a haute voix et de les retenir. Ces 5 mots sont
placés dans 5 catégories (les catégories ne sont pas présentées).

---- Fleur : Rose

---- Animal : éléphant

---- Vétement : chemise

---- Fruit : abricot

---- Instrument de musique : violon

RAPPEL IMMEDIAT DE COMPREHENSION
Ensuite, immédiatement et avec la liste devant Iui, on demande au patient de retrouver les mots en lui citant
les catégories :le nom du fruit, de 1'animal, etc... (rappel indicé, pour s'assurer de la compréhension des mots
et des catégories),

RAPPEL IMMEDIAT DE L'ENCODAGE
Ensuite, immédiatement mais en masquant la liste, on lui demande de redonner les mots sans fournir
la catégorie (rappel libre) puis en donnant la catégorie (rappel indic¢)
Cela nécessite donc 10 réponses. Chaque bonne réponse donne un point,
Le score obtenu est le « T otal 1 » (par exemple 8 pour 2 erreurs),
NB, En cas d'erreur la liste est remontrée au patient, puis cachée a nouveau pour refaire 1'épreuve
notée sur 10. Ces deux opérations sont faites jusqu'a ce que le patient atteigne le score 10/10 (pour garantir
le pré-requis nécessaire a la poursuite du test)

EPREUVE ATTENTIONNELLE INTERCURENTE
Ensuite on fait effectuer au patient une autre tiche comme compter de 20 a 0 de 2 en 2 ou toute autre
activité (comme la vérification de ses capacités d'orientation temporo-spatiales : date, lieu, etc...).

RAPPEL DIFFERE
On lui demande ensuite de donner les 5 mots : rappel libre, et éventuellement en cas de difficulté par
catégorie : rappel indicé : « il y avait une fleur; un vétement; un instrument, etc,»
Le score obtenu est le « T otal 2 » (1 point par bonne réponse soit un maximum de 10)

RESULTATS
1l existe un trouble de la mémoire dés qu'un mot a été oublié.
L'addition "Total 1" + "Total 2" permet de différentier un trouble de la mémoire (suspicion de maladie
d'Alzheimer, par exemple) d'un simple trouble de l'attention lié a l'dge ou a l'anxiété, dépression, fatigue
chronique, etc ,,,

Cette somme doit étre normalement au-dessus de 16

S1 le score total est < 10 :. Un bilan complet doit étre pratiqué et un avis spécialisé envisagé.

hitp://www.sommeil-mg.net (copyleft)




ANNEXE 4 :

CRITERES POUR LE DIAGNOSTIC DE LA MALADIE D’ALZHEIMER SELON LE
NATIONAL INSTITUTE OF NEUROLOGICAL AND COMMUNICATIVE
DISORDERS AND STROKE - ALZHEIMER DISEASE AND RELATED

DISORDERS ASSOCIATION (NINCDS-ADRDA)
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L Les critéres pour le diagnostic clinique de « MA probable » incluent :

L’établissement de la démence grace a I’examen clinique, objectivé par le

Mini-Mental State, 1’échelle de démence de Blessed, ou des examens

similaires, et confirmé par les tests neuropsychologiques ;

Des déficits observés dans au moins deux domaines cognitifs ;

Un déclin progressif de la mémoire et d’autres fonctions cognitives ;

Aucune altération de la conscience ;

Un début compris entre 40 et 90 ans, le plus souvent aprés 65 ans ;

Une absence de troubles systémiques ou d’autres affections cérébrales pouvant

participer au déclin progressif de la mémoire et d’autres fonctions cognitives.

IL. Le diagnostic de « MA probable » est appuyé par :

Une détérioration progressive des fonctions exécutives spécifiques telles que le

langage (aphasie), I’habileté motrice (apraxie) et la perception (agnosie) ;

Un retentissement sur la vie quotidienne avec baisse des activités et troubles du

comportement ;

Des antécédents familiaux avec des troubles similaires, et particulierement si

confirmés neuropathologiquement ;

Des examens paracliniques :
Ponction lombaire normale évaluée par des techniques standards.
Tracé EEG normal ou changements non spécifiques comme une

augmentation de I’activité des ondes lentes.
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Mise en évidence d’une atrophie cérébrale progressive a I’imagerie

objectivée dans le temps par une série d’examens.

I11. Autres signes cliniques compatibles avec le diagnostic de « MA probable », apres

exclusion des causes de démences autre que MA, incluant :

Une phase de plateau observée lors de la progression de la maladie ;
Des syndromes associés tels que dépression, insomnie, incontinence, illusions,
hallucinations, acces de violences verbales, émotionnelles ou physiques,
troubles sexuels et perte de poids ;
D’autres anomalies neurologiques chez quelques patients, particulierement lors
des stades plus avancés de la maladie, incluant des signes moteurs tels qu’une
augmentation du tonus musculaire, des myoclonies ou des troubles de la
marche.
Des attaques lors de stades avancés de la maladie
Une imagerie cérébrale normale pour I’age.

IV.  Symptomes qui font du diagnostic de « MA probable » incertain ou peu probable :
Début soudain et apoplectique ;
Points d’appels neurologiques focaux tels qu’une hémiparésie, une perte de la
sensibilité, des troubles du champ visuel et une incoordination intervenant

précocement au cours de la maladie ;

Attaques ou troubles de la marche trés précoces.

V. Diagnostic clinique de « MA possible »
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Peut étre fait sur la base d’un syndrome démentiel en 1’absence d’autres
troubles neurologiques, psychiatriques ou systémiques pouvant causer une
démence, et avec des variations dans le mode d’entré de la maladie, de sa

présentation et son €volution clinique ;

Peut étre fait avec 1’association d’un désordre systémique ou cérébral pouvant
causer une démence mais n’étant pas considéré comme la cause de la

démence ;

Peut étre utilisé lors de recherches quand un seul déficit cognitif graduellement

progressif et sévere est identifié en 1’absence d’autres causes identifiables.

VI.  Criteres pour le diagnostic de certitude de MA :

Les criteéres cliniques de « MA probable » associés a la mise en évidence de

1ésions histopathologiques spécifiques obtenus par biopsie ou autopsie.

VII. La classification de MA a des fins de recherche doit spécifier les symptomes qui

peuvent différencier les sous-types de la maladie, tels que :

Survenue familiale ;

Début avant 1’age de 65 ans ;

Présence de Trisomie 21 ;

Coexistence d’autres criteres se rapportant a d’autres pathologies telles que la

maladie de Parkinson.
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ANNEXE 5 :

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE
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Diagnostic étiologique des troubles cognitifs dégénératifs: valeur prédictive d’un profil
de marqueurs biologiques

Formulaire de consentement de participation

I D Y B o 10 LY 6 o S P U PP PPUPPPPUPPPPPPPRt

AAPCSESE & ...ttt e et et e e et et e et et e et et et e s e et et e neate e et et et ene et et e e et et ene et et e e e aeeenenaeanene

| IS B 10 Te1 (11 P P U PP U UPPUPPUPUPPPPPPPRt

m’a proposé de participer a 1’étude mentionnée ci-dessus, dont I’objectif est d’évaluer I’intérét du dosage de
différentes protéines dans le liquide céphalo-rachidien et le sang pour le diagnostic précoce de ces maladies
dégénératives. Certains tests seront réalisés a Lyon, d’autres en Belgique (Université de Liége), au Royaume-
Uni (Université de Lancaster) et en Hongrie (Institut National de Psychiatrie et Neurologie, Budapest).

J’ai regu les informations médicales détaillées, résumées dans la fiche d’information, concernant la nature et
le but de cette étude.

J’accepte de participer a cette étude dans les conditions suivantes :

- Réalisation d’une ponction lombaire et d’une prise de sang dans le service hospitalier du neurologue qui
m’a proposé de participer a [’étude. Ces examens seront effectués a [’occasion d’une hospitalisation
programmeée, permettant la réalisation des examens rendus nécessaires par mon état de santé

- On attend de cette étude qu’elle permette d’identifier, a partir d’une série de dosages, un profil biologique
qui serait le plus spécifique possible de chacune des maladies dégénératives du cerveau entrainant des troubles
intellectuels.

- Il s’agit d’une étude sans bénéfice individuel direct qui n’aura pas d’incidence sur ma prise en charge
médicale, dont la réalisation a fait I’objet d’un avis favorable par le Comité Consultatif de Protection des
Personnes dans la Recherche Biomédicale de Lyon le .....

- J’ai été informé(e) que mon identité n’apparaitra dans aucun rapport ou publication, et que toute
information me concernant sera traitée de fagon confidentielle. J’accepte que les données enregistrées fassent
I’objet d’un traitement informatisé conformément a la loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a l'informatique et
aux libertés. Je pourrais exercer mon droit d’acceés et de rectification de ces données directement ou par
I’intermédiaire du médecin de mon choix, dans le respect des dispositions de 1’article L.1111-7 du code de la
Santé Publique.

Je suis libre de refuser de participer a cette étude sans avoir a le justifier, et je serai libre d’interrompre ma
participation a tout moment sans que la qualit¢ de ma prise en charge n’en soit altérée et sans que ma
responsabilité ne soit engagée.

Mon consentement ne décharge pas le médecin de ses responsabilités.

Signature du patient :

Signature (éventuelle) de la personne de confiance, du conjoint, ou de 1’aidant principal :

Signature de I’investigateur

Formulaire établi en double exemplaire, I’un remis au patient et I’autre conservé dans le dossier source

242



ANNEXE 6 :

NOTICE DE PARTICIPATION A L’ETUDE
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NOTE D’INFORMATION REMISE AU PATIENT

Conformément a la loi n°88-1138 du 20 décembre 1988 modifice (dite « Loi Huriet Sérusclat »),
relative a la protection des personnes qui se prétent & des recherches biomédicales.

Investigateur principal : Dr Pierre Krolak-Salmon,: Service de Neurologie D, Hopital Neurologique
Pierre Wertheimer, 59 boulevard Pinel, 69677 Bron cedex, Tél : 04 72 11 80 71, Fax : 04 72 35 73 51
E-mail pierre.krolak-salmonachu-lyon.fr

Investigateurs cliniciens associés : Pr Alain Vighetto (CHU de Lyon), Pr Bernard Laurent (CHU
de Saint Etienne), Pr Marc Bonnefoy (CHU de Lyon), Dr Bernard Croisile (CHU de Lyon), Dr
Olivier Moreaud (CHU de Grenoble), Dr Pierre Haond (CHU de Lyon), Dr Dominique Felten
(HIA de Lyon), Dr Alice Setiey (CHG de Villefranche sur Sadne), Dr Eric Diot (CHG de Vienne),
Dr Jean Jacques Ventre (hopital St Joseph-St Luc, Lyon), Dr Martin Salzmann (CHG de Roanne),
Dr Pierric Giraud (CHG d’Annecy), Dr Henri Robert (CHG de Macon), Dr Jacques Boulliat
(CHG de Bourg en Bresse).

Promoteur sollicité: Hospices Civils de Lyon — 3, quai des Célestins — 69229 LYON CEDEX 02

Le but de cette notice d’information est de vous faire connaitre 1’objectif de cette étude. Veuillez la
lire avec attention et noter toutes les questions qui vous semblent nécessaires. Le médecin sera 1a pour
y répondre et en discuter avec vous.

Introduction

Cette étude est destinée a améliorer le diagnostic précoce des maladies dégénératives
du cerveau qui sont a I’origine de troubles intellectuels, concernant notamment la mémaoire,
I’attention ou le langage. Les maladies dégénératives en cause sont nombreuses et
comprennent notamment la maladie d’Alzheimer, la maladie a corps de Lewy diffus, la
maladie de Parkinson, les dégénérescences fronto-temporales, la maladie de Creutzfeldt-
Jacob. Ces troubles intellectuels peuvent aussi étre en rapport avec des affections non
dégénératives, comme les pathologies vasculaires ou traumatiques, avec une origine
psychique, comme la dépression ou I’anxiété, et ils doivent étre distingués des difficultés
ressenties lors du vieillissement normal.

Le diagnostic des affections dégénératives est difficile a un stade précoce. Il requiert
d’une part d’identifier le trouble intellectuel comme étant anormal, d’autre part de rapporter
ce symptome a 1’'une des maladies causales. Les outils de ce diagnostic sont actuellement
représentés par I’examen clinique, les tests neuropsychologiques et I’imagerie cérébrale
(scanner ou IRM). Les outils disponibles ne permettent pas toujours de conclure, notamment
au début de ces maladies. Aussi la certitude du diagnostic causal n’est souvent acquise qu’a
un stade relativement tardif de I’évolution, a un moment ou les 1ésions cérébrales sont déja
évoluées. La recherche d’indicateurs a la fois plus précoces et plus spécifiques du diagnostic
constitue un enjeu tres important. En effet, établir un diagnostic plus tot de la maladie en
cause doit permettre une meilleure prise en charge et, dans une perspective d’avenir, de mieux
cibler en début de maladie, la thérapeutique la plus adaptée.

L’étude qui vous est proposée vise a 1’identification d’un dosage biologique comme
aide au diagnostic
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Objectif de I’étude

L’étude concerne le dosage de différents marqueurs biologiques dans le liquide
céphalo-rachidien et dans le sang. Ces résultats seront ensuite confrontés aux tests
neuropsychologiques et radiologiques. L’objectif est d’identifier un profil biologique, issu des
différents dosages, qui permettrait de déceler avec une forte probabilité le diagnostic de 1’'une
ou I’autre des maladies dégénératives cérébrales.

Les prélevements du sang et du liquide céphalorachidien sont tous deux
indispensables a 1’étude. L’analyse dans le liquide céphalorachidien constitue la premiere
¢tape. Les perturbations biologiques en lien avec les affections dégénératives étudiées seront
plus aisément identifiables dans ce liquide, qui est en contact avec le cerveau. Dans un second
temps, les perturbations biologiques seront recherchées dans le sang.

Déroulement de I’étude pour les patients

Les examens requis pour cette étude seront effectués lors du bilan hospitalier qui vous
a été proposé pour le diagnostic de vos troubles. Il s’agit d’une hospitalisation programmée de
bréve durée, qui permet de réaliser dans un méme temps et selon les cas les différents
examens nécessaires, comme les tests sanguins, les tests psychométriques, une ponction
lombaire, un €lectroencéphalogramme et une imagerie cérébrale.

Le dosage sanguin est réalis¢ a I’occasion de la prise de sang effectuée lors du bilan
biologique diagnostique. Le prélévement est de 15 ml.

Le dosage dans le liquide céphalo-rachidien nécessite une ponction lombaire. Si
I’examen est nécessaire dans le cadre du diagnostic de votre maladie, le prélevement effectué
pour la recherche ne représente qu’un tube supplémentaire de prélévement (volume 10ml). Si
la ponction lombaire n’est pas jugée indispensable au diagnostic de votre cas, elle vous sera
demandée dans le cadre de la recherche.

La ponction lombaire est un examen effectu¢ en routine dans un service de neurologie.
Une anesthésie locale par pommade sera réalisée afin d’éviter la douleur liée a la piqire. Cet
examen ne peut étre réalisé en cas de traitement anticoagulant ou antiagrégant plaquettaire
fluidifiant le sang. Il conviendra donc d’en avertir le médecin si un tel traitement est en cours.
Le médecin sera bien slir tenu d’obtenir ce renseignement de vous-méme ou d’un de vos
proches.

Apres cette ponction, il est souhaitable de rester allongé pendant deux heures. Les
effets secondaires possibles de la ponction lombaire sont représentés par des maux de téte et
des nausées, rarement des vomissements, ces troubles étant régressifs en quelques jours. Un
traitement des symptomes serait proposé dans un tel cas. Les complications plus graves sont
représentées par la survenue d’une infection au point de ponction, d’une méningite, ou d’un
hématome sous dural. Ces complications sont exceptionnelles et minimisées par les
conditions habituelles de 1’examen, comportant une asepsie rigoureuse lors du geste et la
réalisation préalable d’un bilan de coagulation.

Un suivi clinique est prévu pendant une année au moins.

Les prélévements seront analysés dans les laboratoires de biologie participant a 1’étude des
CHU de Lyon et de Saint Etienne. Pour les prélévements effectués a Lyon, une partie des
¢chantillons sera conservée, avec votre accord, dans la banque de tissus NEUROBIOTEC,
située a 1’hopital neurologique. Certains tests seront réalisés a Lyon, d’autres en Belgique
(Liege), au Royaume-Uni (Lancaster) et en Hongrie (Budapest). Les femmes enceintes ne
peuvent participer a cette étude. Une affiliation a la sécurité sociale est requise.

245



Bénéfices attendus
L’étude ne modifie pas votre prise en charge médicale. Il s’agit pour vous d’une étude sans
bénéfice individuel direct. La retombée escomptée de 1’étude est de disposer d’un examen biologique

pouvant aider, dans ’avenir, au diagnostic précoce des affections dégénératives du cerveau.

Un examen médical préalable a I’inclusion sera réalisé et ses résultats seront communiqués au
médecin de votre choix. Votre participation a cette étude sera consignée dans un fichier automatisé des
volontaires géré par le ministére de la santé. Aucune période d’exclusion n’est envisagée.

Participation volontaire et droit de retrait
Votre participation a cette étude est entierement libre et volontaire. Vous pouvez refuser sans
avoir a vous justifier. Sachez que le fait de refuser ne modifiera en rien votre prise en charge de la

maladie et que vous continuerez de bénéficier de la compétence des médecins qui vous suivent.

Confidentialité et accés aux dossiers :

Toutes les données vous concernant seront recueillies dans un cahier spécial unique, identifié par
un numéro de patient. Ces données resteront confidentielles et seront utilisées de maniére anonyme
lors de leur traitement et de la diffusion des résultats de 1’étude. Vous avez un droit d’acces, de
rectification et d’opposition au traitement informatisé par le biais de votre médecin.

Les résultats globaux de 1’étude pourront vous étre communiqués a la demande (loi du 4 mars
2002).

Conformément a la loi francaise, n°88-1138 du 20 décembre 1988 modifiée (dite « Loi Huriet-
Sérusclat) relative a la protection des personnes qui se prétent a des recherches biomédicales,

- ce projet a été soumis a 1’avis d’un Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la

Recherche Biomédicale. Le Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche

Biomédicale de Lyon ... qui a étudié ce projet de recherche, a émis un avis favorable a sa
réalisation le.....

- un contrat d’assurance en responsabilité civile a été souscrit par les Hospices Civils de Lyon,
Promoteur de 1’étude, aupres de la société¢ SHAM sous le numéro 123166.

Les frais de 1’étude seront pris en charge par le Promoteur. Aucune indemnité n’est prévue pour le
patient.

Faita ..................... e /1 Signature du patient

Signature de la personne de confiance, du conjoint, de 1’aidant principal

Nom et signature du médecin

Notice établie en double exemplaire, 'une remise au patient, 'autre conservée dans le dossier.
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ANNEXE 7 :
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Abstract Our objective was to evaluate amyloid depo-
sition in posterior cortical atrophy (PCA), using both
cerebrospinal fluid (CSF) biomarker analysis and amyloid
imaging. Five PCA patients, selected based on their neu-
ropsychological profile and atrophic changes in posterior
regions on MRI, underwent CSF analysis. CSF amyloid-
beta 1-42, total tau, and phosphorylated tau at threonine
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181 levels were determined. They also had positron
emission tomography (PET) with Pittsburgh Compound B
([”C]PIB). [“C]PIB ratio images were assessed with
visual, regional and voxel-based analyses and compared to
eight typical Alzheimer’s disease (AD) patients and eight
controls. The biological profile in the five PCA patients,
resulting from CSF and [''C]PIB images analysis, was
consistent with AD. Individual comparisons of PCA
patients’ [''C]PIB images with the AD group with Statis-
tical Parametric Mapping (SPM) revealed a distinctive
posterior uptake in four out of the five patients showing
increased amyloid deposition in occipital, temporal, and/or
parietal regions. ROI group analysis showed a tendency for
higher amyloid deposition in occipital and temporal
regions. However, this pattern was not found with SPM
group analysis when the global level of [''C]PIB uptake
was used as a covariate. Our results indicate that amyloid
burden can be demonstrated in vivo in PCA suggesting a
diagnosis of AD. PCA patients may present a higher global
amyloid load than AD that was not related to age at onset,
disease severity, disease duration, or educational level in
our study. Combined CSF and PET biomarkers seem
helpful for in vivo diagnosis of this focal syndrome with
underlying AD pathology.

Keywords Posterior cortical atrophy - Pittsburgh
Compound B - PET - Voxel based analysis -

CSF biomarkers - Alzheimer’s disease

Introduction

Posterior cortical atrophy (PCA) is a rare neurodegenera-

tive syndrome. It is characterized by progressive develop-
ment of higher-order visuoperceptive deficits, in addition to
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atrophic or metabolic changes in the posterior regions of
the brain [1-4]. Clinical features may include Balint’s
syndrome, Gerstmann’s syndrome, alexia, visual object
agnosia, visuospatial neglect, prosopagnosia, environmen-
tal disorientation and apraxia. Homonymous hemianopia
may also be present [5]. Magnetic resonance imaging
(MRI) usually shows cortical atrophy in the parietal,
occipital and posterior temporal regions [6], while
['®F]fluorodeoxyglucose positron emission tomography
(FDG-PET) may reveal hypometabolism in the posterior
cerebral hemispheres, even in the absence of concomitant
atrophy [7, 8]. This syndrome almost universally pro-
gresses to more diffuse cognitive impairment and
dementia.

Histologically, PCA is most often associated with
Alzheimer’s disease (AD) pathology [9]. Neurofibrillary
tangles (NFT), corresponding to tau protein deposits, are
preferentially located in the posterior cortex, including
primary visual cortex and visual associative areas [2, 3].
Senile plaques (SPs), corresponding to amyloid deposits,
may also predominate posteriorly but this finding is more
controversial [2, 10].

Cerebrospinal fluid (CSF) levels of amyloid-beta 1-42
(A4») are decreased in AD, and those of total tau (T-tau)
and tau phosphorylated at threonine 181 (P-taul81) are
increased. When levels of all three are combined into a
single biomarker, both sensitivity and specificity for diag-
nosing AD are in the region of 90% [11, 12].

The PET imaging radioligand Pittsburgh Compound B
([1 1C]PIB) allows in vivo assessment of Af; plaque burden.
PIB is a derivative of thioflavin T that binds specifically to
fibrillar Af deposits in human brain [13]. Human PET
studies have shown significantly higher neocortical reten-
tion of [“C]PIB in AD than controls [14, 15], reflecting the
presence of Af plaques and amyloid angiopathy [16-18].

We studied amyloid deposition in five PCA patients,
using CSF biomarker analysis and [''C]PIB imaging with
visual, regional and voxel-based analyses. Eight typical
AD patients and eight controls also had [''C]PIB imaging
for comparison. Our objective was to demonstrate in vivo
amyloid burden in PCA and to reveal any specific pattern
of cortical deposit in comparison to typical AD.

Materials and methods

Subjects

PCA subjects

Five PCA patients (mean age: 65.2 £ 7.6 years; MMSE

[19]: 20.4 £+ 5; CDR [20]: 1 £ 0; Table 1) were prospec-
tively recruited from our memory clinic. PCA was
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diagnosed according to the following diagnostic criteria
[Renner et al. (2004), McMonagle et al. (2006)]: (1) His-
tory of progressive acquired visual impairment, interfering
with daily life, and not due to ophthalmological abnor-
malities. (2) Evidence of one or several disorders reflecting
dysfunction of occipito-parieto-temporal association corti-
ces, such as Balint’s syndrome, Gerstmann’s syndrome or
apraxia. (3) Absent or minor memory impairment, execu-
tive dysfunction or language deficits. (4) Evidence of
atrophy of the posterior cortex on MRI, or of reduced
regional blood flow on [99Tc]HMPAO SPECT. A visual
analysis of MRI and, when available, SPECT images was
performed for each patient at their inclusion in the study.
Patients showing major vascular lesions on MRI were
excluded from the study. All PCA patients underwent full
ophthalmological testing, including visual field determi-
nation. They all underwent a lumbar puncture for CSF
biomarkers analysis and amyloid PET imaging with
[''CIPIB.

AD group

Eight patients (mean age: 74.6 £ 6.2 years; MMSE:
21.4 £5.9, CDR: 1.2 + 0.4) with mild or moderate AD
were recruited from our memory clinic as a comparison
group for [''C]PIB analysis (Table 2). They had a history
of progressive cognitive impairment with mild or moderate
weakening of autonomy; memory complaint; and memory
impairment at neuropsychological testing. The other cog-
nitive functions could be variably affected. AD patients
met the NINCDS-ADRDA diagnostic criteria for probable
AD [21]. They underwent the same neuropsychological
tests and imaging as PCA patients. Visual analysis of
amyloid PET imaging showed increased [''C]PIB binding
consistent with probable AD in all.

Control group

Eight normal volunteers (mean age: 73.9 £ 6.1 years,
MMSE: 29.4 4+ 0.7, CDR: 0) without cognitive complaints
were recruited from the community by advertisement as a
comparison group for [''C]PIB analysis. All were free of
relevant medical illness. Control subjects were screened via
an evaluation that included a medical history, functional
assessment, neurological examination and neuropsycho-
logical testing. Only cognitively intact subjects were
included. They all had normal [''C]PIB binding on PET
according to visual analysis.

All patients and controls gave their written informed
consent to participate. The study was approved by the
institutional ethics committee. [''C]PIB PET scanning in
humans was approved by the French regulatory authorities
(AFSSAPS).
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Table 1 Demographic characteristics and clinical features of PCA patients

Subjects PCA 1 PCA 2 PCA 3 PCA 4 PCA 5
Age at Imaging (y) 63 65 54 74 70
Education (y) 11 12 10 11 11
Sex (M/F) F M M M F
Initial complaint Driving Reading Getting lost Reading Reading
writing Writing Writing
Driving
Duration of symptoms 2 1-2 1-2 34 3
at presentation (y)
MMSE/30 at PET 28 22 20 15 17
CDR at PET 0.5 0.5 0.5 1.5 1
Full Balint syndrome X X - X X
Isolated simultanagnosia - - X - -
Full Gerstmann syndrome - - X - X
Isolated acalculia - X - X X
Isolated agraphia X X - X X
Apraxia
Dressing - - - X X
Ideomotor X - X X X
Constructional X X X X
Alexia X X X X
Environmental agnosia - - X X X
Visuospatial neglect X - - - X
Visual field examination Visual attention Left Normal Visual attention Left
deficit hemianopia deficit hemianopia
Hallucinations - - - - X
Fluctuations - - - - -
Mild Parkinsonism X - X - -

MMSE Mini-mental state examination, CDR Clinical dementia rating, x clinical signs observed, — clinical signs not observed

Table 2 Demographic

characteristics of AD patients

MMSE Mini-mental state
examination, CDR Clinical
dementia rating

Statistical analysis

Demographic and neuropsychological data were compared
between PCA and AD groups using a non-parametric test
(Mann—Whitney U) because of the small sample size;
p values <0.05 were considered significant (Table 3).
Analysis was performed with MedCalc® version 11.1.1.0

Subjects  Age at Education (y) Gender  Duration of symptoms  MMSE at  CDR at
imaging (y) (M/F) at presentation (y) PET/30 PET

AD 1 77 8 F 2 24 0.5

AD 2 84 9 F 1 24 1

AD 3 80 13 F 2 26 1

AD 4 66 11 F 3 27 0.5

AD 5 66 9 M 4 7 2

AD 6 70 9 F 4 20 1

AD 7 75 8 M 5 22 1

AD 8 79 9 F 5 21 1
(Frank Schoonjans, MedCalc Software, Mariakerke,

Belgium).

Neuropsychological evaluation

Verbal episodic memory was assessed with the Free and
Cued Selective Recall Reminding Test (FCSRT) [22] or
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Table 3 Neuropsychological data of PCA and AD patients

Subjects  Age Education Disease MMSE/ CDR FCSRT FCSRT FCSRT FCSRT FCSRT  FCSRT TMT-A TMT-B STROOP Verbal Verbal Bachy/ Figures Clock VOSP VOSP
) ) duration 30 free total free total intrusions recognition/ (inhibition fluency fluency 36 copying/ drawing/ incomplete number
) recall/  recall/ delayed delayed 16 condition) (letter  (animals) 3 7 letters/ location/
48 48 recall/  recall/ P) 20 10
16 16
PCA1 63 11 2 28 0.5 33 47 12 16 2 16 282 340 NF 15 25 36 1 3 14 NF
PCA2 54 12 2 20 0.5 8 25 4 11 10 15 178 NF 20.34 8 18 36 0 0 NF NF
PCA3 74 10 4 15 1 3 8 NF NF NF NF NF NF NF 5 10 31 0 0 NF NF
PCA 4 65 11 2 22 0.5 NF NF NF NF NF NF 222 NF NF 14 16 33 0 6 14 5
PCAS 70 11 3 17 1 19 42 14 15 10 15 NF NF NF 13 12 NF 0 0 NF NF
Mean + 652 + 11 + 26 + 204+ 1 &£ 1575 £ 305+ 10+ 14 + 7.33 £ 153 + 2273 £ 340 20.34 11 £ 16.2 + 34 + 02+ 1.8 £ 14 5
SD 7.6 7.6 0.9 5.0 0 13.3 17.7 53 2.6 4.6 0.6 522 43 5.8 2.4 0.4 2.7
AD 1 77 8 2 24 0.5 2 18 0 7 22 16 42 NR 42.1 14 14 34 1 5 18 NA
AD 2 84 9 1 24 1 14 32 2 13 6 16 65 180 NA 11 13 30 1 NA NA NA
AD 3 80 13 2 26 1 8 27 1 9 15 98 224 33.26 10 14 36 1 5 20 NA
AD 4 66 11 3 27 0.5 7 33 1 40 16 112 262 39.6 17 9 36 3 7 NA NA
AD 5 66 9 4 7 2 NF NF NF NF NF NF NF NF NA NF NF NF NF NF NF NF
AD 6 70 9 4 20 1 2 6 NF NF NF 16 129 347 NA 12 10 34 3 4 NA NA
AD 7 75 8 5 22 1 2 8 0 2 19 14 67 197 NA 8 21 36 3 NA 20 9
AD 8 79 9 5 21 1 2 16 2 8 7 16 73 271 30.49 8 11 30 3 4 NA NF
Mean £ 74.6 + 95 + 33+ 214+ 124 53+ 20 + 1+ 75+ 1717+ 156 £ 837+ 2468 £ 364+ 114+ 131+ 337+ 21+ 5+ 19.3 + 9
SD 6.2 1.6 1.4 5.9 0.4 43 10.2 0.8 33 11.9 0.7 28.1 553 5.4 3 3.7 2.5 1 1.1 0.9

p-Value 0.03 0.06 0.41 0.46 021 0.07 0.3 0.02 0.048 044 0.46 0.02 - - 1 0.33 0.86 0.008 0.08 0.08 -

Significant p value < 0.05 are highlighted

FCSRT Free and Cued Selective Reminding Test, CVLT California Verbal Learning Test, TMT Trail Making Test, STROOP Stroop test, Bachy Bachy-Langedock denomination task, VOSP Visual object and space perception battery,
NF not feasible due to patient’s cognitive difficulties, NA not assessed
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the French version of the California Verbal Learning Test
[23]. We explored verbal fluency [24] and naming with the
Bachy-Langedock denomination task [25]. Executive
functions were assessed with the Stroop Test [26] or the
Trail Making Test [27]. Visuospatial, visuoperceptive and
visuoconstructive abilities were assessed with the Visual
Object and Space Perception battery [28], the clock
drawing test [29], and complex figure copying tests. Praxis
were most often evaluated with informal personal proce-
dures. These neuropsychological tests and PIB-PET were
performed within the same month, and both within 1 year
after the lumbar puncture.

CSF data
CSF sampling and storage

CSF sampling was performed according to a standard
protocol. In total, 10 mL were collected in polypropylene
vials and then centrifuged immediately. Supernatant was
sampled in polypropylene vials and aliquots were stored at
—80°C until analysis.

CSF analysis

CSF T-tau, P-taul81 and Af4, levels were determined
using a commercially available ELISA kit (INNOTEST
htau-Ag, INNOTEST Phospho-Tau(s;), INNOTEST p-
amyloid(;_42), respectively, Innogenetics®, Gent, Belgium)
according to the manufacturer’s instructions. All biomarker
levels were measured in duplicate. The inter-assay coeffi-
cient of variation was less than 10%. Cut-off values were
determined from literature data and experience of our
neurobiology department, and were T-tau >350 pg/mL,
P-taul81 >60 pg/mL and Af4, <500 pg/mL [30-32]. If all
three levels lay beyond these cut-off values, subjects were
considered to have a typical AD profile. CSF pattern was
said atypical for patients with either elevated T-tau
>350 pg/mL and P-taul81 >60 pg/mL or decreased Af4,
<500 pg/mL.

PET imaging
Radiochemistry

[''CIPIB was produced by methylation of 1.2 mg of its
desmethyl precursor 6-OH-BTA-0 (ABX Germany) with
[”C]methyl triflate in 200 pL acetone for 3 min at 100°C,
with a Bioscan Mel + synthesizer, starting from [“C]Oz
produced via a "*N(p,x)''C nuclear reaction using an IBA
Cyclone 18/9 cyclotron. The reaction product was purified
using high-performance liquid chromatography with a
SymetryPrep column (Waters) using water/acetonitrile

(50:50) at 3 mL/min. The collected fraction was loaded on
a C18 SepPak, washed with 10 mL of water and eluted
with 1 mL absolute ethanol. After addition of NaCl 0.9%
the product was sterilized through a 0.22 um Millipore
sterile filter (Waters). The radioligand purity was assessed
by analytical radio-HPLC (Beckman 32 K). Radiochemical
purity was in excess of 95%, and specific activity in the
range of 10-40 GBg/pmol.

PET imaging

PET scans were performed on a CTI-Siemens
HR + scanner (Knoxville, TN, USA). For tracer injec-
tions, an intravenous catheter was placed in a vein of the
left forearm. Before emission acquisition, a 10-min trans-
mission scan was performed using three **Ge rod sources
for the measurement of tissue and head support attenuation.
After i.v. injection of a bolus of [‘'CIPIB 470 £
12 MBq), a dynamic emission scan consisting of 34 frames
of increasing duration (20 s—5 min) was acquired over
90 min. The PET scanner was operating in 3D mode.
Images were corrected for scatter and attenuation, and
reconstructed using a filtered back projection (Hanning
filter, cut-off 0.5 cycles/pixels) to provide a 3D volume of
63 slices (2.42 mm thickness) with 128 x 128 voxels in
plane (2.06 mmz).

MRI

Structural brain MRI was performed using a 1.5 T Siemens
Magnetom scanner (Siemens AG, Erlangen, Germany),
with a 3D anatomical T1-weighted sequence (TR: 9.7 ms,
TE: 4 ms) covering the whole brain volume with 1 mm®
cubic voxels.

Visual analysis

Voxel based [''CIJPIB parametric RATIO images were
computed by dividing, for each voxel, the integrated
activity over the 40-90 min interval by integrated activity
of the reference region (cerebellar gray matter) for the
same interval. [''C]PIB-RATIO images were read by a
neurologist unaware of the clinical diagnosis. Images
were graded as normal (similar to controls), doubtful or
probable AD. Transverse, sagittal, and coronal views were
available for viewing. Before reading the [''C]PIB ima-
ges, a demonstration was given using two AD images and
one typical HC ["'C]PIB-RATIO image. The reader was
advised to use a rainbow color scale. Subjects with cor-
tical binding (yellow or red) in frontal, cingulate, parietal
and temporal cortex were classified as having probable
AD, depending on intensity and extent of [''C]PIB
uptake.
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ROI analysis

Five neocortical ROIs were considered [33]: the cingulate
gyrus, and the frontal, lateral temporal, parietal and
occipital cortices. These ROI were defined on individual
PET scans using the Hammers maximum probability atlas
[34] and SPMS5 software (Wellcome Trust Centre for
Neuroimaging, UCL, London, UK) as follows. First, T1
MRIs were coregistered to summed activity PIB-PET
images without reslicing, then spatially normalized to the
MNI/ICBM152 T1 stereotactic template using deforma-
tions obtained via Unified Segmentation [35]. The inverse
deformation fields were applied to the Hammers atlas to fit
the individual T1 anatomy. Probabilistic images of the grey
and white matter and CSF tissue classes were obtained in
the segmentation step. Gray matter images were threshol-
ded at a probability of >0.5 and multiplied with the atlas
resampled in the individual space. Finally, regional activ-
ities of the selected ROIs were extracted from 40 to 90 min
[''C]PIB RATIO images. Regional values were compared
between the three groups using Kruskall-Wallis testing
with MedCalc®. If significant differences (p < 0.05) were
observed then intergroup comparisons were performed
using Mann—Whitney U tests.

Parametric image analysis

Using SPM5, [''C]PIB-RATIO images were spatially
normalized to a customized template created from PCA
and AD patients’ MRIs. Pairwise comparisons were per-
formed between groups (control, PCA and AD), and PCA
patients compared individually with the AD group. A voxel
based ANCOVA with age as a covariate was used to
identify clusters of voxels that significantly differed in
these comparisons. Global cerebral mean was used as
group specific covariate in a second analysis. Statistical
parametric maps resulting from contrasts of comparisons
were thresholded at py,corr <0.001 at the voxel level. Fur-
ther thresholding at pyncorr <0.001 at the cluster level, with
a minimum cluster extent of 350 voxels, led to a joint
probability significance level of p.., <0.01 corrected for
multiple comparisons at the cluster level.

Results

Demographic and clinical data

Simultanagnosia, alexia, acalculia, agraphia, ideomotor
and constructional apraxia were the most frequent signs
(Table 1). Two patients had a left hemianopia (cases 2 and

5). Mild signs of symmetrical parkinsonism were noticed in
two patients (cases 1 and 3). One patient had visual
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hallucinations (case 5). None had fluctuation of cognitive or
motor symptoms. No patient had more than one of these
three cardinal symptoms, and therefore, none fulfilled
clinical criteria for dementia with Lewy bodies (DLB).
None showed evidence of motor signs such as asymmetrical
or unilateral parkinsonism with gestural apraxia or dystonia
consistent with corticobasal degeneration (CBD). PCA
patients were younger than AD patients (p < 0.05). PCA
patients’ symptoms had been progressing for 1 to 4 years at
the clinical evaluation, compared with 1 to 5 years for AD
patients (n.s). Level of education was also comparable in
the two groups (Table 3). MRI most often showed asym-
metrical cortical or subcortical atrophy in the parietal and
occipital regions. No PCA patient had medial temporal lobe
or hippocampal atrophy suggesting typical AD.

Neuropsychological deficits

Cognitive functions of PCA patients were variably affected
with a mean MMSE ranging from 15 to 28. Impact of
cognitive disorders on autonomy was also variable from one
subject to another with a CDR ranging from 0.5 to 1
(Table 1). PCA and AD patients were not significantly
different in terms of global cognitive function as measured
with MMSE and CDR. Visuoperceptive, visuospatial and
visuoconstructive abilities were systematically affected for
the five PCA patients. Their visuoconstructive apraxia as
assessed with figure copying was more important than that
of AD patients (p = 0.008). Verbal memory was preserved
in two PCA patients (cases 1 and 2), mildly impaired in one
patient (case 5) and moderately altered in two patients
(cases 3 and 4). Because of his visual impairment, patient 4
could not perform FCSRT. His memory performance as
assessed using the French version of the California Verbal
Learning Test was moderately reduced (data not shown).
Memory deficits evaluated with the FCSRT in the four other
PCA patients was less severe than in AD patients (free
delayed recall, p = 0.02; total delayed recall, p = 0.048).
Executive functions were systematically but variably
affected. PCA patients were slower than AD patients during
the TMT-A (p = 0.02). Naming was preserved in two PCA
cases (1 and 3) and impaired in the others (Table 3).

CSF data

Among our five PCA patients (Table 4), three fulfilled
biological criteria for typical AD with abnormal levels of
the three CSF markers (cases 1, 2 and 5). Two PCA
patients were classified as atypical AD due to abnormalities
of either tau or amyloid protein levels (cases 3 and 4).
None had normal CSF biomarkers. Thus, all of PCA
patients showed a biological profile consistent with AD,
either typical or atypical.
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Table 4 CSF biomarker profile and PIB-PET pattern of PCA patients

Subjects Af1_42 (pg/mL) T-tau (pg/mL) P-taul81 (pg/mL) CSF profile PIB-PET pattern
PCA 1 441 450 69 Typical AD Probable AD
PCA 2 461 618 107 Typical AD Probable AD
PCA 3 573 582 107 Atypical AD Probable AD
PCA 4 216 241 48 Atypical AD Probable AD
PCA 5 389 1128 143 Typical AD Probable AD

CSF pattern is considered atypical for patients presenting either elevated T-tau and P-taul81 or decreased A 342 concentrations. Normal levels of
T-tau, P-taul81 or Ap42 and atypical CSF profile are shown in italics. Subjects are considered to have a typical AD profile if all three levels lay
beyond determined CSF cut-off values. PIB-PET pattern is consistent with a probable AD when showing neocortical retention of [11C]PIB

o Y
O N .

Ratio 40-90

2l
o

& ﬂ Case 5

Fig. 1 ["'C]PIB-PET images of PCA patients. [''C]PIB-RATIO
images of all PCA patients show an extensive but variable cortical
[''C]PIB uptake in frontal, temporal, parietal, occipital and cingulate
cortices consistent with amyloid deposition and probable AD.
[''CIPIB uptake in posterior regions is variable from one PCA
subject to another

&9

Case 4

[''CIPIB data
Visual analysis
Visual inspection of the quantitative data showed neocor-

tical retention of [''C]PIB in all PCA patients (Table 3), as
in AD subjects, suggesting underlying amyloid pathology.

No [“C]PIB—RATIO scans of our PCA patients were
considered as normal or doubtful (Table 4, Fig. 1).

ROI analysis (Fig. 2)

PCA, AD versus controls. ROI group analysis showed that
AD and PCA patients had significantly higher RATIO
values than controls in all five neocortical regions inves-
tigated (p < 0.001). PCA versus AD. There was no sta-
tistical difference of [“C]PIB uptake in the frontal cortex
(p = 0.24), parietal cortex (p = 0.14) and cingulate cortex
(p = 0.88) between PCA and AD patients. PCA patients
had a significantly higher RATIO of [''C]PIB uptake than
AD patients in the occipital cortex (p = 0.03). A trend for
higher binding in PCA was also noticed in the lateral
temporal cortex (p = 0.05).

Parametric image analysis (Fig. 3)

PCA, AD versus controls. Both PCA and AD patients had
significantly higher [''C]PIB uptake in neocortical brain
regions than control subjects (data not shown). PCA versus
AD. When global mean was not included as a covariate in
the analysis, PCA subjects showed a focally higher
[“C]PIB uptake in the visual cortex, the bilateral occipito-
temporal junction, the left parietal cortex and the right
temporal cortex, and to a lesser degree in the frontal cortex
(Fig. 3, no global). These differences were no longer sig-
nificant when global cerebral mean was included as a
covariate (Fig. 3, global). AD versus PCA. There were no
regions of higher [''CJPIB RATIO in AD than in PCA
patients. Individual comparison of PCA patients with the
AD patient group revealed a great heterogeneity of
[1 !CIPIB-RATIO patterns. In four PCA patients (cases 1, 2,
3 and 5), the posterior regions showed a significantly
higher ["'C]PIB-RATIO retention than in the AD group.
Retention of [“C]PIB could encompass the visual cortex
on both sides (case 1 and 2), with more variable extension
to temporal and parietal cortices (cases 2, 3 and 5). How-
ever, two of the four PCA patients (cases 1 and 5) also
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Fig. 2 ROI analysis of PCA group versus typical AD group. AD and
PCA patients have significantly higher RATIO values than controls in
all five investigated neocortical regions (p < 0.001). There is no
statistical difference of [''C]PIB retention in the frontal (p = 0.24),

showed a higher [“C]PIB retention in the frontal cortex.
Finally, one PCA patient (case 4) did not show higher
[''C]PIB retention in any region as compared to the AD
group, i.e. his [''C]PIB-RATIO pattern was similar to that
of typical AD subjects (Fig. 3).

Discussion

In this study, the combination of CSF biomarker analysis
and [''CIPIB PET scanning in five consecutive prototypi-
cal PCA patients demonstrated in vivo a profile overall
suggestive of AD both for CSF biomarkers and cerebral
amyloid imaging. A posterior cortical distribution of
[''CIPIB involving parietal, temporal and occipital corti-
ces, particularly visual cortex, was inconsistently found in
individual PCA cases, as well as in the group analyses, but
was not significant when global means were taken into
account. Our imaging and CSF data suggestive of AD
diagnosis are concordant with neuropathological studies
showing AD pathology in most PCA cases [2, 3, 9]. There
are few studies comparing CSF and PIB results in AD and
we found only a single PCA case report in the literature
where both biomarkers were available, results of which
were consistent with our findings [36]. Our combined
biomarker study reinforces the hypothesis that the PCA
syndrome is most often a focal form of AD.
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parietal (p = 0.14) and cingulate cortices (p = 0.88) between PCA
and AD patients. PCA patients have a significantly higher RATIO of
[''C]PIB uptake than AD in the occipital cortex (p = 0.03). A trend is
also noticed in lateral temporal cortex (p = 0.05)

Only four case reports, including a total of six patients,
have been published to date. They have shown abnormal
[“C]PIB retention in PCA using visual inspection [36, 37],
ROI analysis [38], or SPM analysis [39], but none com-
bined these three types of analysis.

In our study, SPM and ROI group comparisons showed
higher [''C]PIB retention in PCA patients compared with
AD patients, with a posterior emphasis (Figs. 2, 3). Visual
inspection of scans showed that the five PCA patients had
abnormal cortical retention of [''C]PIB of similar magni-
tude as patients with typical AD (Fig. 1). However, indi-
vidual SPM analyses showed a pattern of cortical [''C]PIB
retention that significantly differed from the AD group,
with higher amyloid burden in the primary visual cortex, in
the parietal or the temporal cortices. Two patients also had
a higher [''CJPIB uptake in anterior regions. Only one
PCA patient had a pattern not distinguishable from AD, i.e.
4/5 did show differences, indicating that such analyses may
be clinically relevant.

ROI and SPM individual analyses also showed a great
interregional variability in [''C]PIB uptake in patients
compared to control subjects, particularly for the PCA
group (Figs. 2, 3). The posterior-anterior gradient of
amyloid load seen in a majority of our PCA patients may
be related to a particular distribution pattern of lesions as
shown in autopsied cases [2, 10]. Indeed, these authors
found more numerous SPs in occipital [2] or occipito-



J Neurol

-

Fig. 3 SPM analysis of individual PCA patients and PCA group vs
typical AD group. Individual analysis. Four PCA patients (cases 1, 2,
3 and 5) show a significantly higher retention of [''C]PIB than typical
AD in posterior regions with a variable pattern including occipital,
temporal and/or parietal cortices. Two of these four PCA patients
(cases 1 and 5) also show a higher [“C]PIB retention in the anterior
regions. One case (case 4) presents a [''C]PIB uptake pattern similar

parietal regions [10] than in frontal regions [10] and hip-
pocampus [2]. However, these data seem less robust than
those related to NFTs, showing higher density in posterior
regions in PCA compared to AD. Thus, the pattern of
posterior predominance of PIB uptake was no longer found
when the overall level of PIB binding was included as a
covariate in the SPM group comparison (Fig. 3). This
discrepancy is likely to be due to a global higher [''C]PIB
retention in PCA compared to AD (Fig. 2).

Some previous PIB-PET studies showed a positive
correlation between [''C]PIB uptake, severity of cognitive
deficit in AD [40], hypometabolism [41] and level of
education [42]. These variables, as well as disease duration,
were, however, not different between groups in our sample,
and hence do not explain the higher amyloid load in our
PCA group. Age is unlikely to underlie the global

3
All cases (no global)

to that of typical AD subjects. Group analysis. When global mean is
not included as a covariate in the analysis, PCA subjects, in
comparison to AD patients, show a focally higher [''C]PIB retention
in the visual cortex, the bilateral occipito-temporal junction, the left
parietal and the right temporal cortices but also in frontal cortex at a
lesser degree. These differences are no longer found with global
cerebral mean as a covariate

difference, even if the patients in the PCA group were
younger, this variable having been included as a covariate
in the SPM analysis. In the same way, another study did not
show any correlation between [''C]PIB uptake and age at
onset, clinical status or glucose metabolism in AD [43].
Higher NFT density and more severe neuronal loss were
shown in early-onset PCA compared to late-onset cases
[10] whereas differences in amyloid load were not
reported.

Increased [''C]PIB retention in neocortical regions in
our AD group compared to controls is consistent with the
literature [14, 15, 42, 44].The five PCA patients had neo-
cortical [''C]PIB retention comparable to AD patients. PIB
positivity is highly suggestive of amyloid deposition [16].
It correlates with the presence and the concentration of
neuritic plaques characteristic of AD [18]. It is indicative
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of amyloid brain pathology, but not pathognomonic of AD.
Amyloid deposits can also be found in DLB [45, 46], and
in non-demented aged controls [47, 48]. Based on [1 'CIPIB
data, our five PCA patients have increased amyloid con-
centrations and are likely to have AD pathology. None of
them have symptoms consistent with DLB or CBD, which
is also in line with this hypothesis.

CSF showed decreased Afi,, levels in four patients and
elevated levels of T-tau and P-taul81 in a partially over-
lapping group of four others. According to our results,
three of the five PCA patients (cases 1, 2 and 5) showed a
typical AD CSF profile. The two others (cases 3 and 4)
with either elevated CSF tau or decreased Af4, showed a
less typical profile, which is nevertheless consistent with
AD. Our study thus identified a dominant AD type bio-
logical profile in PCA. These findings are in accordance
with published studies with CSF analysis in PCA [49]
(Seguin et al., in press). Decreased CSF Ay, and elevated
phosphorylated tau at threonine 199 levels have been
reported in a single case of PCA [36].

Decreased levels of CSF AB,,, which have been linked
to trapping of the protein in senile plaques [50], is a reliable
marker of AD pathology, with a variable diagnostic sen-
sitivity (58-96%) and specificity (61-86%). Taking into
account increased levels of T-tau protein and P-taul81
protein also helps to identify AD patients with a sensitivity
of 65-80% and specificity of 60-92% in different studies
with post-mortem confirmation of diagnosis [12, 51, 52].
Combining the three biomarkers achieves sensitivities and
specificities of about 90% [30, 53]. Cut-off values used in
our study are compatible with normative data of most
laboratories [30-32, 54], and we are confident in the AD
diagnosis of our patients with typical AD CSF profiles.

Atypical CSF patterns have previously been described in
patients with autopsy-based diagnosis of AD [55] and
remain consistent with underlying AD pathology. How-
ever, these CSF profiles are less specific of AD and can be
found in other neurodegenerative diseases, sometimes
associated with AD. CSF profiles with low Af,, and nor-
mal tau proteins level have been found in particular in
patients showing AD lesions in association with DLB [56],
vascular dementia, or Parkinson’s disease with dementia
[55]. Similarly, CSF profiles with normal Af4, and ele-
vated tau and P-taul81 levels were described in autopsied
cases, either with vascular dementia or DLB [55]. None of
our patients, even those with atypical CSF patterns, ful-
filled diagnostic criteria for DLB. They are therefore most
likely to have underlying AD, but DLB associated with AD
pathology remains a differential diagnosis.

Although histological data were not available and the
sample size was small, our results indicated that a combi-
nation of biomarkers could demonstrate amyloid burden in
vivo in PCA, suggesting a diagnosis of AD in these
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patients. We could not formally exclude associated DLB
pathology, but our PET and CSF data were consistent with
those of neuropathological studies in PCA. Our results also
showed a posterior regional pattern of amyloid deposits in
PCA. Although this finding was reminiscent of the regional
distribution of histological lesions, it was partially
explained by a globally higher [''C]PIB retention in PCA
as compared to AD in our sample. This higher amyloid
burden in PCA compared to AD was not related to age at
onset, disease severity, disease duration or level of
education.

Although post mortem examination remains the only
way to determine the whole spectrum of pathological
events related to this clinical condition, we found com-
bined CSF and PET biomarkers helpful in the in vivo
diagnosis of PCA with underlying AD pathology.

Conflict of interest None.
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RESUME

Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer (MA) egtdifiet présente un manque de fiabilité en
regard de I'examen neuropathologiquestmortem permettant de confirmer ce diagnostic. En
effet, les présentations cliniques de la MA peuv&ng multiples et parfois atypiques. Des
anomalies dans les concentrations des protéinesatayphosphorylées et amyloides béta, au
sein du liquide céphalorachidien (LCR), ont peraii@méliorer le diagnostic du vivant du
patient. Nous avons évalué la performance de cequears, dans le LCR, utilisés pour le
diagnostic de la MA dans les formes syndromiquggi@ties. L'utilisation de ces marqueurs
augmente la précision du diagnostic lors de cdgrdifites présentations cliniques. De plus,
nous avons mis au point un test diagnostic bioamipostmortem des différentes
tauopathies permettant de mieux les caractériser cemplément de I'examen
neuropathologique. Enfin, nous avons congu et ténaé des anticorps spécifiquement
dirigés contre la protéine tau phosphorylée entjposi231. Cet outil nous a permis de
développer un test ELISA dans le LCR. Des résulfaiiminaires suggéreraient une
interactionin vivo entre les protéines tau et Prion. Ces résultatsjtd pour la premiere fois,
sont corrélés a nos observations histologiques.
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ABSTRACT

Diagnosis of Alzheimer’'s disease (AD) is late wahlack of reliability with regard to
postmortem neuropathological examination that permits to wamfthis diagnosis. Indeed,
many clinical presentations of AD can occur and eiimes atypical. Anomalies in
cerebrospinal fluid (CSF) levels of tau, phosphatgdl tau and amyloid beta proteins
permitted to improveantemortem diagnosis. We evaluated biomarkers performande, in
CSF, used for AD diagnosis in syndromal atypicaim®. The use of these biomarkers
increases the accuracy of diagnosis during thdgeht clinical presentations. Moreover, we
adjusted a biochemicg@bstmortem diagnosis test of tauopathies giving the intetedtetter
characterize them in addition to neuropathologeamination. Finally, we developed and
characterized antibodies specifically directed magfaiphosphorylated tau protein on 231
epitope. This tool permitted to make an ELISA tes€SF. Preliminary results may suggest
anin vivo interation between tau and Prion proteins. Theselts, described for the first time,
correlated with our histological observations.
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