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Résumé

Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) représentent la troisiéme
¢tiologie des troubles neurocognitifs chez 1’adulte de moins de 65 ans. Les DLFT sont
constituées d’un ensemble hétérogéne de phénotypes cliniques et sont fréquemment
héréditaires. Leurs particularités neuropathologiques communes reposent sur une atrophie des
lobes frontaux et/ou temporaux associée a la présence d’inclusions de protéines agrégées
parmi lesquelles la protéine TAR DNA binding protein 43 (TDP43). Actuellement, aucun

marqueur protéique n’est validé pour diagnostiquer les DLFT du vivant du patient.

Une cohorte de cas certains DLFT-TDP43 a été¢ constituée grace au développement
d’outils spécifiques de diagnostic moléculaire. Une analyse des concentrations pondérales de
protéine TDP43 dans le liquide cérébrospinal (LCS) a été réalisée dans cette cohorte, puis
comparée a des cohortes bien caractérisées sur le plan clinique et neuropathologique.
Finalement, les profils qualitatifs de la protéine TDP43 ont été étudiés dans différents
compartiments accessibles du vivant du patient : les profils des formes solubles (LCS et
plasma) et des formes intracellulaires (¢léments figurés du sang) de la protéine TDP43 ont été
comparés aux profils protéiques obtenus sur des tissus cérébraux présentant des inclusions de
proté¢ine TDP43. Les profils protéiques des culots plaquettaires présentent des similitudes
avec le tissu cérébral et pourraient devenir un marqueur candidat pour le diagnostic

probabiliste des DLFT.

Mots-clés
Dégénérescence lobaire frontotemporale ; Protéinopathies ; TDP43 ; COORF72 ;

Profils protéiques ; Criblage a haut débit ; Biomarqueurs



Abstract

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) syndrome is the third most common
etiology of presenile neurocognitive disorders. FTLD is a clinically heterogeneous syndrome
and comprises many hereditary cases. Common neuropathological features rely on a
degeneration of the frontal and/or anterior temporal lobes, associated to specific inclusions of
aggregated proteins including TAR DNA binding protein 43 (TDP43). Unfortunately, no

practical protein marker is currently validated to improve FTLD diagnosis in living patients.

A cohort of FTLD patients with definite TDP43 pathology was defined with the
development of specific genetic testing. An analysis of TDP43 concentrations in
cerebrospinal fluid (CSF) was performed in this cohort and then compared to other cohorts
well-characterized on clinical and neuropathological features. Finally, qualitative patterns of
TDP43 were studied in compartments accessible from the patient’s living: profiles of soluble
TDP43 protein (in CSF or in plasma) and intracellular TDP43 protein (in the formed elements
of blood) were compared to protein patterns observed in brain tissues with TDP43 protein
inclusions. Platelet samples exhibit similar characteristics to brain tissue and could become a

candidate biomarker for FTLD probabilistic diagnosis.

Keywords
Frontotemporal lobar degeneration; Proteinopathies; TDP43; COORF72;

Protein patterns; High throughput screening; Biomarkers
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1. Troubles neurocognitifs et pathologies neurodégénératives

La cognition est la capacité des étres vivants a assimiler et traiter des informations qui leur
parviennent via différentes voies (perception, expérience, croyances...) pour les convertir en
connaissances. La 5™ édition du Manuel Diagnostique et Statistique des Troubles Mentaux
(DSM 5), rédigée par 1I’Association Américaine de Psychiatrie, décrit six domaines cognitifs,
a savoir la mémoire et 1’apprentissage, le langage, les fonctions exécutives, 1’attention
complexe, la cognition sociale et les fonctions perceptives et motrices. Chacun de ces 6

domaines cognitifs est constitué de sous-domaines (American Psychiatric Association 2013).

Langage
Fonctions perceptives et Dénomination
motrices Trouver ses mots
Perception visuelle Fluence
Raisonnement visuo-constructif Grammaire et syntaxe
Coordination perceptivo-motrice Langage réceptif

Fonction exécutive Mémoire et apprentissage

Planification Rappel libre
Prise de décision Domaines Rappel indicé
Mémoire de travail e Mémoire de reconnaissance
Réponse au retour d’information neur°c°gn't'fs Mémoire sémantique et
Inhibition autobiographique
Flexibilité Apprentissage implicite

Attention complexe
Attention soutenue
Attention divisée
Attention sélective
Vitesse de traitement

Cognition sociale
Reconnaissance des émotions
Théorie de I'esprit
Perspicacité

Figure 1 : Les six domaines neurocognitifs - d’apres Sachdev, Blacker et al. 2014

Les troubles neurocognitifs (TNC) sont également définis dans le DSM 5 comme
«une réduction acquise, significative et évolutive des capacités dans un ou plusieurs
domaines cognitifs. Ce déclin cognitif est persistant, non expliqué par une dépression ou des
troubles psychotiques ». On distinguera les TNC Ilégers des TNC majeurs selon Ia
préservation ou non de 1’autonomie du patient. En effet, un TNC sera qualifié¢ de 1éger si le
patient présente une réduction acquise de ses capacités cognitives, objectivée lors de la
réalisation d’évaluations neuropsychologiques, mais reste capable d’effectuer seul les

activités de la vie quotidienne (gérer son budget, ses traitements, faire ses courses...). Le TNC
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léger correspond donc au concept de « Mild Cognitive Impairment» ou MCI utilisé
notamment dans le diagnostic de la maladie d’Alzheimer (Albert, DeKosky et al. 2011). I est
intéressant de noter que ce stade, décrit uniquement pour le TNC li¢ a la maladie d’ Alzheimer
dans les précédentes versions du DSM, avait été décrit pour d’autres étiologies de TNC par
des consensus d’experts (de Mendonca, Ribeiro et al. 2004, Meyer, Quach et al. 2005,
McKeith, Boeve et al. 2017). La 5™ édition du DSM applique la classification de TNC léger
a toutes les étiologies de TNC. Le TNC léger ne s’applique donc pas uniquement aux
altérations de la mémoire ou des apprentissages. A 1’inverse, le TNC sera qualifi¢ de majeur si
le patient n’est plus capable d’effectuer seul ces activités de la vie quotidienne et présente
donc une perte d’autonomie. Le TNC majeur du DSM 5 ou I’expression « altération cognitive
majeure » proposée par les associations de patients renvoient donc essentiellement a I’ancien
terme « démence ». Malgré ce changement de nomenclature, ce terme reste encore largement

utilisé dans la littérature.

Les troubles neurocognitifs majeurs représentent une préoccupation mondiale
croissante sur le plan médical, sociétal mais aussi économique : en effet, plus de 46 millions
de personnes étaient atteintes en 2015. La prévalence mondiale estimée pour les TNC serait
de 132 millions en 2050. La raison principale a 1’origine de cette forte augmentation de
prévalence est I’allongement de I’espérance de vie, notamment dans les pays a revenus faibles
et moyens, associ¢ a une augmentation des pathologies chroniques (Alzheimer's Disease
International 2015). En paralléle, certaines études observeraient une diminution de sa
prévalence en Europe et aux Etats-Unis, grace a une prise en charge plus adaptée des TNC et
de leurs facteurs de risque (Grasset, Brayne et al. 2016). De nombreuses étiologies de TNC
existent ou coexistent, et leur diagnostic précoce et fiable est crucial car ce dernier
conditionne le pronostic et la thérapeutique proposée. Certains TNC sont curables ou
potentiellement réversibles : ils représentent moins de 20 % de la totalit¢ des TNC et sont plus

fréquemment rencontrés chez les patients de moins de 65 ans (Weytingh, Bossuyt et al. 1995).

Il n’existe aucun traitement curatif des autres TNC. Dans ce groupe, on retrouvera les
TNC vasculaires, représentant environ 20 % de la totalité des TNC. La prévalence de cette
pathologie est estimée entre 1 et 4 % des patients agés de plus de 65 ans et double par la suite
tous les 5 a 10 ans (Hebert and Brayne 1995). De nombreux facteurs de risque sont a 1’origine
de TNC vasculaires, parmi lesquels le diabéte de type 2, I’athérosclérose, les coronaropathies,
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des anomalies du bilan lipidique, la consommation de tabac ou encore certaines étiologies
héréditaires (McVeigh and Passmore 2006). Ces facteurs de risque peuvent entrainer une
dysfonction endothéliale liée a une augmentation du stress oxydatif, une activation de
I’inflammation ou encore une hypoxie tissulaire, causant alors des lésions de la substance

blanche.

Une grande proportion de TNC est caractérisée par un ensemble vaste de maladies
neurologiques, avec des phénotypes cliniques et neuropathologiques hétérogénes
(Przedborski, Vila et al. 2003). Ces TNC présentent cependant un mécanisme
physiopathologique commun, soit [’accumulation et [’agrégation de protéines mal
conformées, a 1’origine d’une amyloidose progressive du systéme nerveux central (Forman,
Trojanowski et al. 2004). Ces protéines sont présentes chez les individus sains sous forme de
monomeéres solubles, et vont, dans certaines circonstances pathologiques, subir un
changement conformationnel formant des oligomeéres qui pourront ensuite s’agréger en
polymeres insolubles. Ce mécanisme est défini par le concept de « protéinopathie » (Bayer
2015). La protéinopathie la plus fréquente est la maladie d’Alzheimer qui constitue la
principale étiologie des TNC. La premiere description pathologique, réalisée en 1906 sur le
cerveau de Mme Auguste D. par le Docteur Alzheimer, associait une atrophie cérébrale
globale a la présence de plaques séniles extracellulaires dans le cortex cérébral et de
dégénérescences neurofibrillaires (Dahm 2006). En 1912, le Docteur Lewy décrivait des
inclusions éosinophiles dans les neurones d’un patient atteint de la maladie de Parkinson et
mettait en évidence la signature des pathologies a corps de Lewy, deuxiéme cause de
protéinopathie chez 1’adulte de plus de 65 ans (Engelhardt and Gomes 2017). Des dizaines
d’années plus tard furent identifiées les protéines anormalement agrégées dans ces
pathologies, a savoir les peptides amyloides et la protéine Tau hyperphosphorylée dans la
maladie d’Alzheimer ainsi que 1’alphasynucléine dans les démences a corps de Lewy
(Clinton, Blurton-Jones et al. 2010). Les dégénérescences lobaires frontotemporales ou DLFT
constituent un groupe singulier de protéinopathies car différentes protéines agrégées peuvent
étre a l’origine de mémes présentations cliniques. Les DLFT représentent la deuxiéme
protéinopathie et la troisieme étiologie des TNC chez 1’adulte de moins de 65 ans, avec une
incidence estimée dans différents pays européens entre 4 et 30 pour 100 000 (Luukkainen,
Bloigu et al. 2015). Enfin, il existe d’autres protéinopathies moins fréquentes comme la

maladie de Huntington ou la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Lee, Lim et al. 2011).
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Le tableau I récapitule les protéinopathies décrites dans le DSMS5 ainsi que les

protéines mises en évidence dans ces pathologies lors de I’examen neuropathologique :

Protéinopathie Protéine(s) mise(s) en évidence
Maladie d’Alzheimer Tau hyperphosphorylée et peptides amyloides
Maladie a corps de Lewy Alphasynucléine
Maladie de Parkinson Alphasynucléine
Dégénérescence lobaire fronto-temporale TDP43 ou Tau ou FUS principalement
Maladie de Huntington Huntingtine

Tableau I : Protéinopathies et protéines observées lors de I’examen histologique
TDP43 : TAR DNA binding protein 43 ; FUS : Fused in Sarcoma protein

La figure 2 récapitule les principales étiologies des TNC d’apparition précoce (chez

I’adulte de moins de 65 ans) et tardive (chez 1’adulte de plus de 65 ans) :

Adultes de moins de 65 ans Adultes de plus de 65 ans

Autres (VIH, prions...)
14%

Chorée de Huntington
5%

Maladies avec corps de
Lewy
%

Dégénérescences
lobaires fronto-
temporales Maladie vasculaire 16%
12% 18%

Maladie d'Alzheimer Autres (incluant les

34% DLFT)
30%

Maladie
d'Alzheimer
54%

Maladie vasculaire.

Figure 2 : Causes de TNC d’apparition précoce (< 65 ans) et tardive (= 65 ans),
d’aprés van der Flier and Scheltens 2005

La figure 3 présente la démarche diagnostique globale pour un TNC. Ce dernier est
multidisciplinaire et débutera généralement par la plainte d’un patient et/ou d’un aidant aupres
d’un médecin généraliste. Apres la réalisation d’un interrogatoire complet et d’un examen
clinique, le médecin généraliste adressera le patient auprés d’un médecin spécialiste des TNC
(neurologue, gériatre ou psychiatre) et proposera différents examens paracliniques comme des
tests sanguins et de ’imagerie (notamment une imagerie par résonance magnétique IRM). Le
médecin spécialiste proposera un diagnostic étiologique du TNC, en s’appuyant notamment

sur D’interprétation des précédents examens et sur la réalisation de tests psychométriques.
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Dans les cas complexes (présence d’une atrophie focale, en présence d’un patient jeune ou
encore face a un TNC d’évolution rapide), des examens complémentaires pourront étre
prescrits. Ces derniers peuvent comprendre 1’étude des marqueurs biologiques du liquide
cérébrospinal - LCS - ou des examens d’imagerie plus spécifiques, permettant de mettre en
évidence les lésions identifiées lors de I’examen neuropathologique des patients (Jack,
Bennett et al. 2018). Les marqueurs du LCS, comprenant notamment la protéine Tau totale, sa
forme hyperphosphorylée en position 181 et le peptide amyloide AB1-42, ne sont pas réalisés
pour les formes typiques des TNC, mais permettent de renforcer la probabilité diagnostique
dans les présentations cliniques complexes (Mouton-Liger, Wallon et al. 2014, Troussiere,

Wallon et al. 2014).

. o givipy Cas complexes et la
Repérage Diagnostic étiologique p‘:che
Evaluation
Médecin Généraliste Neurologue, Gériatre, Psychiatre Médecin Généraliste
C =
B MA? typique Prise en soins

Interrogatoire Vasculaire, Lewy, BRAcRiGER
plainte Trouble DFT. —
comorbidités neuro-cognitif (= R
Plainte du dysthymie e majeur =% RMcérébrale, , ) Encéphalite m J

patient médicaments... (démence) Autre diagnostic autoimmune -

et/ou aidant - Ex. Sanguins Tr. métaboliq parané — | 3

—>  Examen dinique Hydrocephalie MC Supports

ion & (HAS 2011) Lésion expansive. post-
risque cognitive : romé \ § diagnostiques )
fonctionnelle Trouble ey +/- Psychométrie : =
comportementale neuro-cogniti Complexe
B ale léger ~— Atrophie focale LCR Thérapies
Patient jeune ’ Psycho-sociales

\ Démence rapide . SPECT L J

" " . EEG T

Diagnostic psy. ;¢ de trouble cognitif Information
anxiété, dépression 8! Risque démence TEP Eavels

Tr.bipolaire

Recherche
Point de vue du
patient

/ p -
Prise en soins } Suivi régulier J { r T Désire un diagnostic précis,
éait - J

Accés Recherche.

Figure 3 : Diagnostic d’un trouble neurocognitif, Krolak-Salmon, Letrilliart et al. 2018

L’objectif de la démarche diagnostique est alors de proposer au patient un projet de santé,
incluant une prise en charge spécifique pour la maladie d’Alzheimer et les maladies
apparentées ou dans le cadre d’'un TNC curable. Des interventions non-médicamenteuses
(orthophonie, psychologue, aides a domicile...) seront également proposées au patient.
Finalement des mesures de prévention pourront tre mises en place comme la prise en charge

de potentiels facteurs de risque ou encore des prescriptions médicamenteuses appropriées.
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Malheureusement, il n’existe aucun traitement curatif des TNC d’étiologie
neurodégénérative. Des traitements symptomatiques comme les inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase (donépézil, rivastigmine, galantamine) ou I’inhibiteur glutamatergique
(mémantine) peuvent étre prescrits. Cependant, d’aprés 1’opinion de la Haute Autorité¢ de
Santé, leur bénéfice faible et la présence de nombreux effets secondaires a récemment conduit
a leur déremboursement en France malgré 1’opposition des spécialistes et des associations de

patients (Krolak-Salmon, Dubois et al. 2018).

2. Les dégénérescences lobaires frontotemporales : terminologies et
présentations cliniques

Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) représentent un groupe hétérogeéne de
maladies neurodégénératives dont le point commun est d’affecter principalement la partie
antérieure des lobes frontaux et/ou temporaux du cerveau (Josephs 2007). Ces régions
cérébrales sont le siége chez I’homme des fonctions de régulation du comportement social,
des prises d’initiatives, de la génération et de I’analyse des émotions. Les lobes frontaux et
temporaux gauches sont également trés impliqués dans le langage, chez les sujets droitiers

notamment.

La terminologie « DLFT » regroupe donc différents syndromes cliniques cognitifs
prototypiques (Neary, Snowden et al. 1998) : la variante comportementale de la
dégénérescence frontotemporale et trois troubles du langage regroupés sous le terme
générique d’aphasie progressive primaire, a savoir le variant sémantique, le variant non
fluent/agrammatique et le variant logopénique. Par ailleurs, ces troubles neurocognitifs sont
potentiellement associés a des pathologies motrices comme la paralysie supranucléaire
progressive, la sclérose latérale amyotrophique ou des pathologies mixtes motrices/cognitives
comme le syndrome corticobasal (Josephs 2007, Irwin, Cairns et al. 2015). La prévalence
globale des DLFT a été estimée entre 15 et 22 / 100 000 personnes dans une étude
rétrospective de Onyike et al. Cette étude soulignait également la difficulté de déterminer

avec précision la prévalence des DLFT face a des pathologies rares, dont les populations a
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risques ¢€taient larges et pour lesquelles le diagnostic reposait sur des cliniciens experts

(Onyike and Diehl-Schmid 2013).

La figure 4 détaille ces différents syndromes cliniques ainsi que leur prévalence en
France (la prévalence de chaque variant a été estimée a partir des données recueillies sur les

sites d’associations de patients) :

Troubles cognitifs Troubles moteurs
Variant comportemental Sclérose Latérale
(5000 patients) Amyotrophique (6000 patients)
Variants Variant non fluent
langagiers : agrammatique Syndrome corticobasal Syndromes
, parkinsoniens
Aphasie , . , .
E , Variant sémantigque . . atypiques
Prlmﬂlf? Parahrsmsupralnuclaalre (3000 patients)
progressive progressive
(4000 patients) Variant logopénique

Figure 4 : Associations cliniques dans les DLFT,
d’aprés Irwin, Cairns et al. 2015

A T’instar de la maladie de Creutzfeldt-Jacob ou de la maladie d’Alzheimer, le diagnostic
de DLFT repose sur différents degrés de probabilité. Une DFLT sera possible si le patient
présente certains symptomes cliniques (dont le nombre peut varier en fonction des différents
sous-types). La probabilité pourra étre renforcée par des examens paracliniques concordants
(notamment en imagerie), rendant alors ce diagnostic probable. Enfin, le diagnostic de DLFT
sera certain uniquement lorsqu’un examen neuropathologique positif ou la présence d’une
mutation pathogénique connue seront associés a ces symptomes cliniques (Gorno-Tempini,

Hillis et al. 2011, Rascovsky, Hodges et al. 2011).

L’analyse des marqueurs biochimiques du LCS peut étre proposée pour renforcer le
diagnostic de maladie d’Alzheimer du vivant du patient (Mouton-Liger, Wallon et al. 2014,
Blennow, Dubois et al. 2015). Malheureusement, il n’existe aucun marqueur biochimique
validé a ce jour pour le diagnostic ou le suivi des patients atteints de DLFT (Feneberg, Gray et

al. 2018).
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2.1 La variante comportementale : symptomatologie clinique

La variante comportementale du TNC frontotemporal est le variant le plus fréquent et serait
responsable de 60% des cas de DLFT (Onyike and Diehl-Schmid 2013). Sa prévalence est
estimée a environ 15 cas pour 100 000 habitants (Piguet and Hodges 2013), soit plus de 5000
patients en France (Boutoleau-Bretonniere, Lebouvier et al. 2014). Le sex-ratio de ce variant
est de 1 et I’age médian des patients au moment du diagnostic est de 63 ans : il s’agit donc du
variant le plus précoce et/ou diagnostiqué le plus précocement dans les DLFT (Coyle-
Gilchrist, Dick et al. 2016). Les symptomes cliniques observés sont trés variés et le diagnostic
de variant comportemental de DLFT repose actuellement sur les critéres révisés par

Rascovsky et al (Rascovsky, Hodges et al. 2011).

Les patients peuvent présenter une désinhibition comportementale (comportement
inadapté, perte des convenances sociales), une apathie ou une inertie, une perte d’empathie ou
de sympathie, la présence de comportements rituels ou stéréotypés (moteurs ou langagiers),
une hyperoralit¢ ou une modification du régime alimentaire ou bien encore un profil
dysexécutif objectivé par un bilan neuropsychologique, avec préservation de la mémoire et
des fonctions visuospatiales (Boutoleau-Bretonniere, Vercelletto et al. 2013). La présence
récurrente d’au moins 3 de ces symptomes comportementaux ou cognitifs permet de proposer

un diagnostic possible de variant comportemental.

La figure 5 détaille le nombre de symptomes présents parmi les 176 cas de variante

comportementale de I’étude de Rascovsky et al. :

A required to meet criteria

1 Feature
2 Features
3 Features
4 Features
5 Features

6 Features

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% cases with # features and no exclusion features

Figure 5 : Proportions de patients présentant x symptomes cliniques et aucun signe
clinique d’exclusion, Rascovsky, Hodges ef al. 2011
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La sensibilité de ces criteres était de 86% : en effet 14% patients présentaient un ou
deux criteres cliniques seulement. La spécificité de ces critéres n’est pas parfaite non plus :
environ 40% des patients atteints de variante comportementale ou dysexécutive de maladie
d’Alzheimer présenteraient au moins 3 de ces critéres diagnostiques (Ossenkoppele,
Pijnenburg et al. 2015). Actuellement, le diagnostic de variant comportemental reste encore
difficile a poser. Du fait des changements comportementaux, un diagnostic de pathologie
psychiatrique primitive (troubles bipolaires, schizophrénie) serait posé pour plus de 50% des
patients atteints du variant comportemental (Woolley, Khan et al. 2011). Par ailleurs, des
troubles de la mémoire prédominants dés la phase débutante pourraient orienter vers une
forme comportementale de maladie d’Alzheimer (Hodges, Davies et al. 2004). Le diagnostic
de variant comportemental probable associera en plus aux signes cliniques précédemment
décrits une perte d’autonomie et la présence d’anomalies compatibles a I’imagerie, qu’elles
soient  morphologiques  (atrophie frontale ou temporale) ou fonctionnelles

(hypoperfusion/hypométabolisme frontal ou temporal).

2.2 Les variants langagiers : symptomatologie clinique

L’aphasie primaire progressive regroupe différents variants entravant le langage, fonction
essentielle de la cognition. On estime la prévalence de ’APP a 7 pour 100 000 habitants, soit
environ 4000 patients en France (Teichmann 2010). Un diagnostic d’APP sera évoqué si le
symptome clinique principal concerne le langage, que ce trouble est présent des le début de
I’instauration de la maladie, qu’il reste le principal déficit dans les phases initiales de la
maladie et qu’il est a ’origine d’une perturbation des activités de la vie quotidienne (Mesulam
2001). Les criteres actuellement retenus pour le diagnostic des variants de 1’aphasie primaire
progressive sont ceux proposés par Gorno-Tempini et al en 2011, associant des critéres

majeurs et mineurs (Gorno-Tempini, Hillis et al. 2011).

Le tableau II détaille les différents signes cliniques et les anomalies observées a

I’imagerie pour les variantes d’APP permettant de poser un diagnostic de ces pathologies :
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Forme sémantique

Forme non-

Forme logopénique

fluente/agrammatique
Manque du mot en
dénomination sur Agrammatisme Manque du mot dans le
confrontation visuelle ou discours spontané ou en

Criteres ET Discours hésitant, dénomination
majeurs Troubles de la demandant un effort, avec ET
compréhension du mot isolé des erreurs phonétiques Trouble de la répétition des
phrases
3 signes sur 4 parmi : 2 signes sur 3 parmi : 3 signes sur 4 parmi :
Paraphasies phonémiques
Perte des connaissances sur | Trouble de la compréhension | dans le discours spontané
les objets des phrases de complexité et en dénomination
ou syntaxique élevée ou
Dyslexie ou dysgraphie de ou Préservation de la
o surface Préservation de la compréhension des mots
Criteres . ) )
. ou compréhension des mots uniques et des
MINEUrs | peservation de la répétition uniques connaissances sur les
ou ou objets
Préservation de la Préservation des ou
grammaire connaissances sur les objets Préservation des aspects
moteurs du langage
ou
Pas d’agrammatisme
Atrophie ou hypoperfusion
Atrophie ou hypoperfusion Atrophie ou hypoperfusion hypométabolisme au
Imagerie | hypométabolisme au niveau | hypométabolisme au niveau niveau pariétal ou

temporal antérieur

fronto-insulaire postérieur
gauche

périsylvien postérieur
gauche

Tableau II : Critéres de diagnostic des 3 variants d’APP, d’apres Gorno-Tempini, Hillis

et al. 2011

2.3 Pathologies motrices associées aux DLFT

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la pathologie dégénérative du motoneurone la

plus fréquente, avec une prévalence estimée a 6 pour 100 000 cas (Talbott, Malek et al. 2016).

Elle est li¢e a une dégénérescence des neurones moteurs centraux et périphériques. La plupart

des patients (67 %) présentent initialement une forme spinale de la maladie (faiblesse

musculaire focale des membres supérieurs ou inférieurs, généralement asymétrique). L autre

forme d’entrée dans la maladie est bulbaire, avec une dysarthrie et une hypersialorrhée.

L’évolution est de 3 a 5 ans en moyenne et ’atteinte des muscles respiratoires cause

généralement le déces du patient (Wijesekera and Leigh 2009). Le diagnostic de cette

pathologie repose généralement sur les critéres d’El Escorial révisés, associant des critéres
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cliniques comme le nombre de régions touchées et I’évolutivité des lésions a des criteres
paracliniques comme 1’¢électrophysiologie ou I’histopathologie (Brooks 1994, Ludolph, Drory
et al. 2015). On estime que 50% des patients atteints de sclérose latérale amyotrophique
présentent un déficit cognitif : 15 % des patients présenteraient notamment les critéres de
trouble neurocognitifs frontotemporal (Ringholz, Appel et al. 2005). A I'inverse, 5 a 10% des
patients atteints de DLFT développeraient des signes cliniques de sclérose latérale

amyotrophique (Ferrari, Kapogiannis et al. 2011).

La paralysie supranucléaire progressive et le syndrome corticobasal appartiennent aux
syndromes parkinsoniens atypiques (résistance a la Lévodopa), avec des prévalences
respectives de 5 a 10 / 100 000 et de 1 / 100 000 personnes (Levin, Kurz et al. 2016). La
paralysie supranucléaire progressive (PSP) est habituellement caractérisée par une triade
associant un trouble du contrdle volontaire de I’oculomotricité, un trouble postural de 1’axe du
corps et de la marche entrainant des chutes et un syndrome cognitivo-comportemental de type
frontal avec une apathie au premier plan (Levy 2011). Le syndrome corticobasal correspond a
une entité clinicopathologique, caractérisée par la présence de troubles moteurs et cognitifs en
relation avec des lésions histopathologiques spécifiques (Felician, Koric et al. 2009). Cette
pathologie dégénérative affecte des structures sous-corticales, notamment des ganglions de la
base. L’atteinte motrice est généralement asymétrique, et peut se traduire par une rigidité, une

akinésie, des myoclonies et des troubles de la marche.

2.4 Symptomatologies cliniques en fonction des sous-types de DLFT

Le tableau III décrit la prévalence des perturbations cognitives et comportementales dans les

différentes variantes de DLFT :
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bvFTD PNFA SD PSP CBD FTD-MND

n=90 n=15 n=16 n==6 n=2 n=4
Perte de mémoire 33 12 13 4 1 2
Désinhibition 58 6 12 0 1 2
Apathie/inertie 34 6 10 2 2 1
Perte d’empathie 30 1 4 2 0 1
Désordres obsessionnels 23 4 4 1 0 0
Changements alimentaires 24 1 2 1 0 1
Hallucinations 14 0 2 1 0 1
Perturbations du langage 28 15 16 1 0 2

Tableau III : Perturbations cognitives et comportementales dans les variantes de DLFT,
d’apres Shi, Liu ez al. 2017
bvFTD : variante comportementale ; SD : démence sémantique ; PNFA : aphasie non fluente

agrammatique ; CBD : dégénérescence corticobasale ; FTD-MND : variante comportementale
associée a des troubles moteurs

Cette étude montre la fréquence largement inférieure des troubles mnésiques dans la
variante comportementale (37%) par rapport aux aphasies primaires progressives (25/31 =
81%). La désinhibition correspond au signe clinique le plus fréquent dans la variante
comportementale (64%). Les perturbations du langage, comprises dans les criteres

diagnostiques des aphasies primaires progressives, sont présentes pour 31% des patients

souffrant de variante comportementale.

3. Neuropathologie des DLFT : des protéinopathies

L’examen macroscopique du cerveau des patients atteints de DLFT mettra en évidence une

atrophie plus marquée au niveau des lobes frontaux et/ou temporaux, en comparaison des

autres régions cérébrales (Bigio 2013).
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Figure 6 : Atrophie du lobe frontal et du gyrus temporal supérieur plus marquée que
P’atrophie pariétale et occipitale - Bigio 2013

Sur le plan microscopique, les DLFT appartiennent aux « protéinopathies ». Ce
concept est relativement récent et provient de la mise en évidence de protéines spécifiques
agrégées aux propriétés physico-chimiques altérées dans la plupart des maladies
neurodégénératives (Bayer 2015, Kovacs 2016). Une analyse immuno-histochimique
permettra de déterminer la nature de la/des protéine(s) agrégée(s) ainsi que la localisation et la
structure des agrégats, permettant de proposer une classification moléculaire des DLFT
(Mackenzie and Neumann 2016). Parmi les différentes protéines mises en évidence, la
prévalence des agrégats de deux protéines est particulierement élevée : la protéine TDP43 et
la protéine Tau (Irwin, Trojanowski et al. 2013, Mackenzie and Neumann 2016). D’autres
protéines agrégées peuvent ¢galement étre rencontrées, mais avec une fréquence nettement
inférieure : les protéines FUS « Fused In Sarcoma » et SOD « SuperOxyde Dismutase »

(Seelaar, Klijnsma et al. 2010, Bennion Callister and Pickering-Brown 2014).

3.1 La protéine TDP43

La protéine TDP43, de nom complet transactive response DNA binding protein 43 kDa, a été
découverte en 2006 comme la principale protéine agrégée dans les inclusions ubiquitine
positives, tau et alphasynucléine négatives dans le systéme nerveux des patients souffrant de
DLFT ou de SLA (Neumann, Sampathu et al. 2006). Ce chapitre détaillera le métabolisme et
les fonctions physiologiques de cette protéine ainsi que la structure des agrégats TDP43

observables par des techniques d’immunohistochimie.
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3.1.1 Métabolisme et fonctions de la protéine TDP43

La protéine TDP43 est codée par le gene TARDBP (TAR DNA-binding protein 43). Ce géne
est localisé sur le bras court du chromosome 1 - localisation cytogénétique : 1p36.22 - et
contient 6 exons (Kabashi, Valdmanis et al. 2008). Ce gene est fortement conservé a travers
I’évolution et retrouvé chez toutes les especes d’eucaryotes supérieurs. Cinq des 6 exons du
géne TARDBP codent pour la protéine TDP43, protéine ubiquitaire de 414 acides aminés
appartenant a la classe des ribonucléoprotéines hétérogénes nucléaires ou hnRNPs. Toutes ces
protéines contiennent 2 motifs de reconnaissance de I’ARN (RRM) et une région riche en
glycines (pour la protéine TDP43, cette région se situe a la toute fin de son domaine C-
terminal aux alentours de I’acide aminé 400) permettant des interactions avec d’autres
hnRNPS et assurant une partie de leur activité biologique. Les motifs de reconnaissance de
I’ARN présentent une forte homologie entre les espéces, a la différence du domaine C-
terminal riche en glycines (Sephton, Good et al. 2010). La protéine TDP43 contient
¢galement un signal de localisation nucléaire bipartite : NLS1 et NLS2 composés des acides
aminés K82RK84 et KISVKRIS respectivement (Ayala, Zago et al. 2008). Finalement, cette
protéine possede un signal d’exportation nucléaire NES (acides aminés 239 a 250) et un
domaine riche en asparagines et glutamines dans sa partie C-terminale, lui conférant des
propriétés prion-like (Fuentealba, Udan et al. 2010, Udan and Baloh 2011). La figure 7
détaille la structure de la protéine TDP43 et met en évidence les régions d’intérét de cette

protéine :

N-terminal tail AAM domains C-tarminal tail
NLS MES N
N RAM1 FiFIIg.H2l| - C TDP-43
1 342 366 414

Figure 7 : Structure de la protéine TDP43 - Buratti and Baralle 2012
NLS : signal de localisation nucléaire ; NES : signal d’exportation nucléaire ;
RRM : motifs de reconnaissance de I’ARN ; Q/N : région riche en asparagines et glutamines

La protéine TDP43 effectue des navettes entre le noyau d’une cellule (sa localisation
préférentielle) et son cytoplasme grace aux signaux NLS et NES. Elle est capable de se lier
aux ARN présentant des motifs UG répétés, lui permettant notamment d’assurer son role dans

la transcription et I’épissage alternatif des pré-ARN messagers (Dormann and Haass 2011,
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Buratti and Baralle 2012). Cette fonction dans I’épissage alternatif de ces différents ARN est
réalisée notamment grace a ses acides aminés N-terminaux, lui permettant de former des
homodimeéres (Zhang, Caulfield et al. 2013). La protéine TDP43 peut ainsi augmenter ou
inhiber ’épissage de différentes cibles (tableau IV) :

Génes/exons avec inhibition d’épissage Génes/exons avec augmentation d’épissage
CTFR/exon 9 BRCAl/exon 12
ApoAll/exon 3 SKAR/exon 3
ETF1/exon 7 MAPT/exon 10
RXRG/exon 7

Tableau IV : Cibles de la protéine TDP43 et I’effet de cette derniére sur leur épissage
(liste non exhaustive), d’apres Buratti and Baralle 2012

La protéine TDP43 intervient aussi dans la régulation de la transcription du virus HIV-
1 (son nom provient d’ailleurs du fait qu’elle se lie a I’élément de réponse de trans-activation
de ce dernier) et stabilise certains ARN messagers (Buratti and Baralle 2008). De manicre
notable, on pourra citer la fixation de la protéine TDP43 au transcrit de I’isoforme de bas
poids moléculaire des neurofilaments ANFL, prévenant ainsi sa dégradation. Des agrégats de
neurofilaments étant observés chez les patients atteints de SLA, on peut s’interroger sur un
lien entre ces agrégats et une altération de fonction de la protéine TDP43 dans cette

pathologie (Strong, Volkening et al. 2007).

La protéine TDP43 peut subir différentes modifications post-traductionnelles, parmi
lesquelles la génération de fragments C-terminaux, la phosphorylation ou encore
I’ubiquitination. Ces principaux mécanismes sont a 1’origine de modifications des propriétés
physico-chimiques ou biologiques de la protéine : stabilité, localisation subcellulaire,
interactions avec des protéines ou des ARN, et enfin sa clairance (Buratti 2018). La présence
de fragments C-terminaux présentant des masses apparentes d’environ 25 et 35 kDa est ['une
des modifications principales observées dans les agrégats de protéine TDP43. La plupart des
études ont considéré I’origine de ces fragments comme étant la conséquence d’une protéolyse
de la protéine TDP43 totale. En effet, la protéine TDP43 est naturellement clivée afin de
permettre son élimination. Les caspases 3 et 7 générent 3 fragments différents d’environ 42,
35 et 25 kDa in vitro (Zhang, Xu et al. 2007). Les calpaines peuvent également cliver la
protéine TDP43 (Yamashita, Hideyama et al. 2012). D’autres hypothéeses sur 1’origine de ces
fragments ont émergé par ailleurs, impliquant un potentiel épissage alternatif ou encore une
différence dans le codon initiateur de la traduction (Nishimoto, Ito et al. 2010, Xiao, Sanelli et
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al. 2015). Les fragments C-terminaux obtenus perdent leur signal de localisation nucléaire -
NLS -, la conséquence directe étant une altération des navettes entre le noyau et le cytoplasme
de la cellule. Par ailleurs, ces fragments favorisent I’agrégation de la protéine TDP43 totale et

sont toxiques pour la cellule (Zhang, Xu et al. 2009).

La seconde modification majeure observée dans les agrégats est la phosphorylation de
la protéine TDP43. Elle présente 64 sites potentiels de phosphorylation, principalement
localisés dans la partie C-terminale de la protéine. Différentes enzymes peuvent entrainer la
phosphorylation de TDP43 parmi lesquelles la caséine-kinase 1, responsable entre autre de la
phosphorylation des sérines en position 403/404 et 409/410 (Kametani, Nonaka et al. 2009).
La phosphorylation de la protéine TDP43 est ’'une des premieres modifications post-
traductionnelles mises en évidence sur tissu cérébral de patient atteint de DLFT ou SLA
(Hasegawa, Arai et al. 2008). D’autres kinases comme la caséine kinase 2, les Tau tubuline
kinases 1 et 2 ou encore la protéine kinase al activée par I’AMP sont également impliquées
dans ces différents processus de phosphorylation (Liu, Ju et al. 2015, Taylor, McMillan et al.
2018). A I’inverse, la protéine TDP43 phosphorylée en position 409/410 peut subir 1’action de
phosphatases comme la calcineurine ou la protéine phosphatase 1 (Liachko, Saxton et al.
2016, Gu, Wang et al. 2018). Les conséquences de la phosphorylation sont toujours en cours
d’¢étude, mais cette derniére influencerait la solubilité et la demi-vie de la protéine dans

I’espace cellulaire, favorisant son agrégation (Yamashita, Teramoto et al. 2016).

La protéine intacte et ses différents fragments C-terminaux sont dégradés par
différents mécanismes selon des proportions variables : le systéeme ubiquitine/protéasome,
I’autophagie médiée par des protéines chaperonnes et la macroautophagie. L ubiquination des
agrégats dans les DFT ou SLA était d’ailleurs le marqueur utilisé pour le diagnostic de ces
pathologies avant la découverte de la protéine TDP43 (Ikeda and Tsuchiya 2004). Dans
certaines conditions pathologiques liées a un stress ou a des mutations génétiques, les
processus de dégradation physiologique de la TDP43 et des fragments semblent inhibés. Par
ailleurs, le clivage de la forme intacte de la protéine en ses fragments C-terminaux est
augmenté (25 kDa principalement et 35 kDa). La diminution de la dégradation de la protéine
TDP43 et de ses fragments associée a une augmentation de clivage de la TDP43 en TDP25
seraient a ’origine des agrégats cytoplasmiques observés en pathologie (Huang, Bose et al.
2014).

29



MNormal Cells

TOPA3 o - degradation
l UPS > CMAZ= MA
TDP-25/TDP-35 degradation

Diseased Cells
Gene Mutations/ Stresses

Accumulation of TDP-43

(28.6x 10" pmoles/cell) § 77777 e =
TDP-43 (+) o ;
£ : - degradation proces
inclusions - ey inhgibitedl P s
‘ *\\ cleavage
e

Contributing Accumulation of TDP-25 3¢

to the pathogenesis T T
of TOP-43 (2 3.6 x 10 pmoles/cell} |

proteinopathies

Figure 8 : Modéle de métabolisme de la TDP43, dans des conditions physiologiques ou
pathologiques - Huang, Bose et al. 2014
TDP25/TDP35 : TDP43 de 25 kDa et 35 kDa ; UPS : systéme ubiquitine/protéasome ;
CMA : autophagie médiée par des protéines chaperonnes ; MA : macroautophagie

Une des difficultés majeures est de savoir dans quel ordre séquentiel surviennent ces
différentes modifications post-traductionnelles et de développer des modeles - cellulaires ou
animaux - qui puissent conjuguer ces dernieres afin de se rapprocher le plus possible du

métabolisme physiologique et/ou pathologique de la protéine TDP43.

3.1.2 Morphologie et localisation des agrégats protéiques TDP43

Depuis la découverte des agrégats cérébraux de protéine TDP43 en 2006, la morphologie de
ces derniers est utilisée afin de proposer des classifications neuropathologiques des DLFT-
TDP. En effet, différentes structures peuvent étre observées lors de 1’analyse
immunohistochimique des prélévements cérébraux et il existe des liens entre la structure des

agrégats et certains phénotypes cliniques.

L’¢tude de Neumann ef al. présentait des résultats de profils protéiques des agrégats
marqués a la fois avec des anticorps anti-ubiquitine et anti-TDP43 (Neumann, Sampathu et al.
2006). Les anticorps anti-ubiquitine mAbs 182 et mAbs 406 mettaient en évidence différentes
bandes. Parmi elles, des bandes a 24 et 26 kDa étaient présentes chez les patients DLFT-U
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(lignes #11 et #18), et absentes chez les patients AD (maladie d’Alzheimer) et CO (controle)
(Figure 9A).
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Figure 9 : Immunoblots anti-ubiquitine (A) et anti-TDP43 (B) réalisés sur des
prélévements cérébraux (fractions solubles dans ’urée),
d’aprés Neumann, Sampathu ez al. 2006

Le profil biochimique de prélévements hippocampiques ou temporaux de patients
atteints de DLFT-U mettaient ¢galement un profil spécifique en comparaison de différents
témoins avec un anticorps anti-TDP43. Des bandes pathologiques a environ 25 kDa (*), 45
kDa (**) et un smear correspondant a un marquage trainant et diffus de la membrane (***),
¢taient observées chez les patients DLFT-U (Figure 9B). Ces bandes n’étaient pas observées
dans les prélévements de patients FTDP-17T (DLFT associée a une mutation sur le géne de la

protéine Tau), AD (maladie d’Alzheimer), PD (maladie de Parkinson) et CO (controle).

La morphologie des agrégats TDP43 a ¢été étudiée par deux équipes en parallele,
chacune ayant alors proposé une classification des DLFT-TDP basée sur des techniques
d’immunohistochimie (Mackenzie, Baborie et al. 2006, Sampathu, Neumann et al. 2006).
Dans un souci d’harmonisation, les deux classifications immunohistochimiques ont alors été
regroupées dans un travail ultérieur afin de faciliter 1’intégration et la comparaison des
données neuropathologiques au sein des études internationales (Mackenzie, Neumann et al.

2011). Cette nouvelle classification de 2011 sera donc la base de travail de ce chapitre.

Des neurites dystrophiques de petite taille et fins, ainsi que d’autres de plus grande
taille et épaisses peuvent étre observés. On retrouvera également des inclusions neuronales

cytoplasmiques et intranucléaires (figure 10).
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Figure 10 : Caractéristiques histologiques des DLFT-TDP avec immunohistochimie
TDP43, d’apreés Josephs, Hodges ef al. 2011

Neurites dystrophiques de petite taille (A) ou de taille plus grande (B), inclusions neuronales
cytoplasmiques (C) et inclusions neuronales intranucléaires (D)

Les différents types de la classification de Mackenzie incluent a la fois la morphologie
des agrégats de la protéine TDP43 agrégée mais aussi leur localisation dans les différentes
couches corticales. Le type A associera préférentiellement de nombreuses inclusions
neuronales cytoplasmiques et des neurites dystrophiques de petite taille. Le type B mettra en
¢vidence des inclusions intra neuronales cytoplasmiques de maniere quasi exclusive. Le type
C présentera de longues neurites dystrophiques, avec trés peu d’inclusions neuronales
cytoplasmiques. Enfin, le type D est caractéris¢ par la présence d’inclusions intranucléaires
lentiformes et de trés rares inclusions cytoplasmiques. Les inclusions des types A et C sont
majoritairement superficielles (dans la couche corticale 2 notamment) alors que les inclusions
des types B et D sont observables dans les couches superficielles et profondes du cortex
cérébral. Enfin, de rares inclusions oligodendrogliales curvilinéaires sont observables dans la
substance blanche pour les sous-types A et B (Lee, Porta et al. 2017). La figure 11 reprend les

principales caractéristiques des 4 sous-types A a D de la classification de Mackenzie de 2011.

32



Type A Type B Type C Type D
I
(I - N o °
e 4 0 I 2= e
I .03@,0 ey /,.\/ o @
Y [ —
o \ L) @ ./
I ' % ) / / = ®
ORCE - 0 \ e .
o
. )
v .
-
(]
v o =
L 3 Q
VI
White C G (& =
Matter J J

Figure 11 : Classification des agrégats TDP43, d’aprés Lee, Porta ef al. 2017

L’étude clinico-pathologique réalisée sur 4 cohortes de patients (au total 200 patients
atteints de DLFT) dont le typage pour la protéine TDP43 était positif a permis de définir la
prévalence de chacun des sous-types (figure 12). A noter que 1’étude de ces 4 cohortes de

patients n’avait mis en évidence aucun sous-type D (Josephs, Hodges et al. 2011).

Figure 12 : Proportion des sous-types de DLFT-TDP43,
d’aprés Josephs, Hodges et al. 2011

Récemment, une étude histopathologique de 7 patients atteints de DLFT et dont
I’évolution clinique avait été trés rapidement défavorable (déces dans les 3 ans suivant
I’apparition des signes cliniques) a mis en évidence un nouveau profil d’agrégation TDP43,
sous forme d’inclusions granulofilamenteuses neuronales - GFNI - et de grains abondants

dans les couches corticales superficielles et profondes. Par ailleurs, de nombreuses inclusions
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oligodendrogliales curvilinéaires sont présentes dans la matiere blanche pour ce nouveau

sous-type baptisé E.
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Figure 13 : A. p409/410 TDP43, couche 2 du néocortex ; B. agrégats TDP43 sous-type E,
d’apres Lee, Porta et al. 2017

Différents stades de progression des inclusions de la protéine TDP43 au niveau du
systétme nerveux central ont été décrits, permettant de définir des régions d’intérét pour
I’analyse immunohistochimique. Les mécanismes de dissémination des formes pathologiques
de la protéine TDP43 sont toujours en cours d’étude. Certaines €quipes proposent une
transmission de cellule a cellule entre sous-types cellulaires voisins dans le systéme nerveux
central (Kanouchi, Ohkubo et al. 2012, Jucker and Walker 2013). Cependant, des
observations de Brettschneider et al. mettraient plutét en avant un phénoméne de
dissémination axonale, expliquant la présence d’agrégats dans les oligodendrocytes a
proximité des axones des neurones porteurs d’inclusions et a I’inverse des cellules voisines du
soma neuronal indemnes de Iésions (Brettschneider, Del Tredici et al. 2014). Dans cette étude
regroupant 39 cas de variante frontale autopsiés, 4 stades de progression avaient ¢té identifiés.
Le stade I, présentant les dépdts les plus modérés, mettait en évidence des agrégats de
protéine TDP43 phosphorylée sur les portions basales et antérieures du néocortex préfrontal.
Le stade II incluait en plus des lésions dans des zones plus caudales et une atteinte de la face
médiale du lobe frontal. Le stade III ajoutait aux deux premiers stades des 1ésions dans les
aires de Brodmann 4 et 6, définissant le cortex moteur primaire et I’aire prémotrice, et dans le
cortex pariétal. Finalement, les cas avec la plus grande quantité¢ d’inclusions de protéine

TDP43 présentaient des agrégats au niveau du cortex occipital (stade IV). La figure 14 illustre
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la progression des Iésions TDP43 et les 4 stades neuropathologiques associés proposés dans

cette étude.

Figure 14 : Stades de progression des inclusions de protéine TDP43 dans la variante
frontale de dégénérescence lobaire fronto-temporale, d’aprés Brettschneider, Del
Tredici et al. 2014

La méme équipe avait €galement analysé la progression des inclusions de protéine
TDP43 pour 76 patients atteints de sclérose latérale amyotrophique. Une nouvelle fois, 4
stades de progression avaient été proposés. Le stade I était caractérisé cette fois par la
présence d’agrégats de protéine TDP43 dans les aires de Brodmann 4 et 6 (cortex moteur), le
stade 2 incluait en plus des agrégats dans le cortex préfrontal (gyrus frontal médian et
formation réticulée). Le stade 3 incluait des 1ésions additionnelles du cortex préfrontal, dans le
gyrus rectus et dans les gyri orbitaux. Finalement, le stade 4 reposait sur la présence
supplémentaire d’agrégats dans le cortex temporal antéromédial et dans I’hippocampe

(Brettschneider, Del Tredici et al. 2013).

3.2 La protéine Tau

La protéine Tau est la deuxieme protéine agrégée dans les DLFT par ordre de fréquence.
L’objectif de ce chapitre est de présenter le métabolisme de la protéine Tau et ses principales
fonctions physiologiques. Nous verrons ¢galement la structure et la composition des agrégats

de protéine Tau dans les DLFT-Tau.
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3.2.1 Métabolisme et fonctions de la protéine Tau

La protéine Tau est codée par le gene MAPT (Microtubule Associated Protein Tau). Ce géne
est localisé sur le bras long du chromosome 17 - localisation cytogénétique : 17q21.3 - et est
compos¢ de 16 exons (Bukar Maina, Al-Hilaly et al. 2016). La protéine Tau appartient a la
famille des protéines associées aux microtubules et est abondamment exprimée dans le
systéme nerveux central avec une prédominance pour les neurones, bien qu’on la retrouve en
faible quantité dans les cellules gliales (LoPresti, Szuchet et al. 1995). Elle est également
exprimée (a un niveau plus faible) dans les tubules rénaux et les poumons notamment
(Mietelska-Porowska, Wasik et al. 2014). Six isoformes de la protéine Tau sont exprimées
dans le cerveau humain adulte : ces isoformes proviennent d’un épissage alternatif des exons
2, 3 et 10 du géne MAPT. Les isoformes naturelles de Tau sont appelées 3R ou 4R selon le
nombre de domaines de liaison aux microtubules de la protéine, a savoir 3R en présence de 3
domaines codés par les exons 9, 11 et 12 et 4R en présence de 4 domaines codés par les exons
9,10, 11 et 12. Par ailleurs, I’inclusion isolée de I’exon 2 ou I’inclusion conjointe des exons 2
et 3 se traduit par I’ajout d’inserts N-terminaux (N1 ou N1 + N2) sur les protéines Tau 3R et
4R (Brunden, Trojanowski et al. 2009). L’épissage est régulé au cours du développement :
lors de la vie feetale, seule I’isoforme de Tau la plus courte (3RON) est exprimée. Un cerveau
adulte exprimera les 6 isoformes de Tau précédemment décrites selon des proportions
variables. Enfin, il est intéressant de noter qu’il existe également un €pissage alternatif des
exons 4A, 6 et 8. Ces exons sont inclus dans les ARN messagers des tissus périphériques,

mais non retrouvés dans le systéme nerveux central.
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Figure 15 : Géne de la protéine Tau, différentes isoformes et leur structure -
Bukar Maina, Al-Hilaly et al. 2016

Dans le systéme nerveux central, on retrouve autant de protéines Tau 3R que de Tau 4R
(le rapport est de 1). La distribution entre les formes ON (exclusion des exons 2 et 3), IN
(inclusion de I’exon 2) et 2N (inclusion des exons 2 et 3) varie quant a elle : les formes
majoritaires sont les formes 1N (environ 50 %), suivies des formes ON (environ 40 %). La

forme 2N est trés minoritaire (Trabzuni, Wray et al. 2012).

La partie C-terminale de la protéine Tau, appelée domaine d’assemblage, contient les
domaines de liaison aux microtubules, permettant ainsi I’assemblage et la stabilisation de ces
derniers. Les microtubules appartiennent au cytosquelette neuronal et assurent donc le
maintien de la structure cellulaire. Les isoformes 4R, grace a un domaine supplémentaire de
liaison aux microtubules, interagissent plus fortement avec ces derniers que les isoformes 3R
(Mietelska-Porowska, Wasik et al. 2014). La partie N-terminale de la protéine Tau, est
constituée d’une région acide (d’autant plus en présence des acides aminé€s provenant de
I’épissage des exons 2 et 3) et est appelée domaine de projection. Cette partie de la protéine
est responsable de I’espacement entre les microtubules dans les dendrites et les axones (Chen,
Kanai et al. 1992). Enfin, la région centrale de la protéine riche en prolines est capable
d’interagir avec d’autres protéines comme la spectrine et les filaments d’actine, permettant
une association entre les microtubules ou encore la membrane plasmique (Buee, Bussiere et

al. 2000). Les fonctions de la protéine Tau sont donc majoritairement axonales : en régulant la
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dynamique microtubulaire tout d’abord, mais également en modulant le transport axonal
rétrograde et antérograde par interaction avec la kinésine et la dynéine (Dixit, Ross et al.
2008). La protéine Tau exerce également certaines fonctions nucléaires comme le maintien de
I’intégrité des acides nucléiques (Sultan, Nesslany et al. 2011). Finalement, d’autres études
attribueraient a la protéine Tau un rdle dans la régulation de 1’activité synaptique, bien qu’elle

soit présente en plus faible quantité dans ce compartiment (Kimura, Whitcomb et al. 2014).

Tout comme la protéine TDP43, la protéine Tau subit de nombreuses modifications post-
traductionnelles, la plus étudiée étant la phosphorylation. La protéine Tau contient 51 sites
potentiels de phosphorylation, situés préférentiellement dans le domaine riche en prolines et la
région C-terminale encadrant les domaines de liaison aux microtubules (Morris, Knudsen et
al. 2015). Une augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau est a I’origine d’une
diminution d’affinité de liaison aux microtubules, entrainant alors leur déstabilisation
(Mietelska-Porowska, Wasik et al. 2014). De plus, cet état d’hyperphosphorylation est a
I’origine d’une diminution de solubilité de la protéine Tau. En effet, les agrégats de protéine
Tau appelés PHF (paired helicoidal filaments) contiennent majoritairement des formes
phosphorylées (Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986). La troncation, deuxiéme modification post-
traductionnelle similaire a celles observées pour la protéine TDP43, peut survenir suite a
I’action de nombreuses enzymes comme les caspases, les calpaines ou encore les
aminopeptidases. Ces fragments ainsi générés ont ¢galement la possibilité de s’agréger, a
moins qu’ils ne soient dégradés par le systeme ubiquitine/protéasome ou par autophagie
(Chesser, Pritchard et al. 2013). Finalement, d’autres modifications post-traductionnelles sont
observées sur la protéine Tau, parmi lesquelles la glycosylation ou 1’acétylation (Morris,

Knudsen et al. 2015).

La figure 16 détaille les mécanismes physiopathologiques a [I’origine de la
dégénérescence neurofibrillaire, aboutissant a la perte neuronale et aux altérations cognitives.
La protéine Tau devient anormalement phosphorylée, par augmentation de l’activit¢ des
kinases et diminution parallele de D’affinité de certaines phosphatases. Cette protéine
hyperphosphorylée ne peut plus se lier correctement aux microtubules, entrainant leur
désorganisation, puis la dégénérescence neuronale. Dans le méme temps, la protéine Tau

hyperphosphorylée séquestre la protéine Tau et les autres protéines associées aux
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microtubules, formant les PHF et les dégénérescences neurofibrillaires. En grandissant, ces

agrégats pourraient favoriser la lyse neuronale.

Mechanism of Neurofibrillary Degeneration
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Figure 16 : Mécanismes de dégénérescence neurofibrillaire -
Iqgbal, Alonso Adel et al. 2005

3.2.2 Morphologie et localisation des agrégats protéiques Tau

La morphologie et la composition des agrégats de protéine Tau est une nouvelle fois utilisée
afin de proposer des classifications neuropathologiques des DLFT-Tau. Il existera en effet des
liens entre la structure des agrégats et certains phénotypes cliniques. Physiologiquement, le
rapport entre Tau 3R (3 domaines de liaison aux microtubules) et Tau 4R (4 domaines de
liaison aux microtubules) est de 1. Dans la maladie d’Alzheimer, ce ratio est conservé dans les
agrégats observés (Goedert, Spillantini et al. 1989). L’analyse des isoformes 3R et 4R est
capitale pour la classification neuropathologique des DLFT-Tau. Dans certaines pathologies,
les agrégats de protéine Tau contiendront autant de Tau 3R que de Tau 4R. A I’inverse, on
retrouvera des agrégats constitués uniquement de Tau 3R ou de Tau 4R dans d’autres
phénotypes cliniques, mettant en évidence un déséquilibre de production entre les différentes
isoformes (Munoz, Dickson et al. 2003). La distribution cellulaire de la protéine Tau

(neuronale, gliale ou mixte) est également étudiée (Kovacs 2016).
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Les agrégats de protéine Tau 3R, appelés corps de Pick, correspondent a des
inclusions neuronales cytoplasmiques (NCIs) compactes, rondes et argyrophiles (colorés suite
a un traitement par un sel d’argent). Ils sont majoritairement localisés dans le néocortex
(couches II a IV), dans le gyrus denté et dans I’hippocampe (Kovacs, Rozemuller et al. 2013).

Des cellules de Pick (neurones ballonnés) peuvent également étre rencontrées.

Figure 17 : Histopathologie de la maladie de Pick - Dickson, Kouri ez al. 2011
De gauche a droite : corps de Pick (coloration a I’argent de Bielschowsky) ; corps de Pick
(immunohistochimie Tau) ; cellules de Pick (immunohistochimie Tau)

Les agrégats de protéine Tau 4R sont constitués d’inclusions neuronales mais également
d’inclusions astrocytaires. Dans la PSP, des dégénérescences neurofibrillaires ont été
initialement décrites dans des régions sous-corticales (comme les ganglions de la base), le
tronc cérébral et le cervelet. Par la suite, ces inclusions ont également été observées dans le
cortex préfrontal et temporal inférieur ou encore le cortex moteur primaire. Des plaques
astrocytaires en ¢étoile sont €galement observées (Buee, Bussiere et al. 2000). La Iésion
histopathologique la plus spécifique de la dégénérescence corticobasale est la plaque
astrocytaire en couronne (différente de celle en étoile de la PSP). Les inclusions neuronales
sont pléomorphes et on peut retrouver des neurones ballonnés comme dans la maladie de
Pick. Les Iésions dans la DCB sont observées dans le cortex, les ganglions de la base ou la

substance blanche (Dickson, Kouri et al. 2011).
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Figure 18 : Immunohistochimie Tau dans les tauopathies 4R -
Dickson, Kouri ez al. 2011
a. Plaques astrocytaires en couronne dans la DCB ; b. Plaques astrocytaires en étoile dans la
PSP ; c. Inclusion neuronale dans la DCB ; d. Inclusion neuronale dans la PSP

L’analyse du profil biochimique de tissus cérébraux humains par électrophorése puis
Western Blot permet de confirmer la nature des agrégats Tau observés en

immunohistochimie.
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Figure 19 : Western Blot de tissu humain cérébral - Sergeant, Delacourte ef al. 2005
Nature des agrégats. Type I : 4 bandes a 60, 64, 69 et 74 kDa ;
Type II : 2 bandes principales a 64 et 69 kDa ; Type III : 2 bandes principales a 60 et 64 kDa

Le type I correspond a I’ensemble des six isoformes cérébrales de la protéine Tau et se
rencontre a priori lors du vieillissement cérébral physiologique (individus agés de plus de 75
ans), mais également dans la maladie d’Alzheimer ou dans certaines formes de démences

frontotemporales associées a un syndrome parkinsonien (cette entité est liée a des mutations
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du géne MAPT). Le type Il correspond aux tauopathies 4R alors que le type III correspond
aux tauopathies 3R (Sergeant, Delacourte et al. 2005).

3.3 Les autres protéines agrégées

De maniere moins fréquente que pour les protéines TDP43 et Tau, d’autres protéines peuvent
étre mises en évidence dans des inclusions chez des patients atteints de DLFT. Ce paragraphe
permettra de décrire brievement le métabolisme et les fonctions de ces protéines, ainsi que la

nature des agrégats observés.

3.3.1 La protéine FUS

La protéine FUS (pour Fused In Sarcoma) est une protéine de 526 acides aminés codée par le
gene FUS - localisation cytogénétique : 16p11.2 - qui est composé de 15 exons. Cette protéine
appartient a la famille des ribonucléoprotéines hétérogénes nucléaires ou hnRNPS, comme la

protéine TDP43. Elle possede donc certaines homologies de structure avec cette dernicre.

NES PY-NLS
FUS N SYGQ-rich Gly-rich I RRM RGG-ZnF-RGG I C

Figure 20 : Structure de la protéine FUS - Dormann and Haass 2011

La protéine FUS posseéde un signal de localisation nucléaire (NLS) et un signal
d’exportation nucléaire (NES). La partie N-terminale de la protéine FUS, riche en acides
aminés sérine, tyrosine, glycine et glutamine, contient un domaine d’activation de la
transcription. Les autres domaines de la protéine, a savoir son motif de reconnaissance de
I’ARN (RRM), le domaine riche en glycine et le domaine C-terminal contenant un doigt de
zinc sont tous impliqués dans la liaison aux ARN (Dormann and Haass 2011). Les fonctions
de la protéine FUS décrites a ce jour sont donc le transport et la traduction des ARN

messagers, 1’épissage et 1’expression des genes. Des modifications post-traductionnelles de la
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protéine FUS ont ét€¢ mises en évidence, parmi lesquelles nous pouvons a nouveau citer la

phosphorylation et I’ubiquitination (Rhoads, Monahan et al. 2018).

3.3.2 La protéine SOD

Environ 20 % des formes génétiques de SLA (environ 1 % de I’ensemble des SLA) sont dues
a des mutations du gene SOD1, localisé sur le chromosome 21. Ce geéne code pour la protéine
cuivre-zinc superoxyde dismutase, une enzyme anti-oxydante. Le développement de la
pathologie serait di a la présence de ces mutants de la protéine SODI ainsi générés, plutot
qu’au déficit de la protéine SODI physiologique - mécanisme de gain de fonction -

(Valentine, Doucette et al. 2005).

Il semblerait que des inclusions de SODI ayant subi des modifications post-
traductionnelles soient mises en évidence chez les patients atteints de forme génétique SOD/
de la SLA bien sir, mais également dans un certain nombre de SLA sporadiques. Ces
inclusions n’auraient pas ét¢ mises en évidence auparavant par manque de sensibilité des
techniques et de la trés difficile mise en évidence d’une trés faible quantité de 1’isoforme mal
conformée par rapport a la forme normale, bien plus abondante (phénoméne de masquage)

(Steinacker, Berner et al. 2014).

3.3.3 La pathologie Alzheimer

Les inclusions observées dans certains sous-types cliniques de DLFT sont superposables a ce
que l’on peut observer chez les patients souffrant de maladie d’Alzheimer. L’examen
neuropathologique mettra ainsi en évidence des dépots extracellulaires de fibrilles amyloides
AP - dans le parenchyme sous forme de plaques ou dans la paroi vasculaire dans I’angiopathie
amyloide cérébrale - associés a une accumulation intraneuronale de Tau hyperphosphorylée,

sous forme d’un mélange équimolaire de protéines Tau 3R et 4R (Kovacs 2016).
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3.3.4 Des protéines encore inconnues ?

Lors de I’examen neuropathologique, de rares patients présentent des inclusions ubiquitine
positives, tau, TDP43 et FUS négatives (DLFT-UPS). Actuellement, une seule étiologie est
assignée a cette entité : les DLFT avec mutation du gene CHMP2B (Kovacs 2014).

3.3.5 Nature des protéines agrégées et associations cliniques

Une méme protéine agrégée peut étre mise en évidence dans des variants cliniques différents.
A Pinverse, le méme variant clinique peut étre associ¢ a différentes protéines agrégées. La
fréquence des agrégats observés est détaillée ci-aprés en fonction des différentes

symptomatologies cliniques.

Cognitive
Disorders

- Tau
- TDP43
O FUs

SOD

Alzheimer

i Motor
e Disorders.

Figure 21 : Associations clinico-pathologiques dans les DLFT,
adaptée de Irwin, Cairns ef al. 2015
bvFTD : variante comportementale de la dégénérescence frontotemporale ; svPPA : variant
sémantique ; naPPA : aphasie non fluente/agrammatique; IvPPA : variant logopénique ;
CBS : syndrome corticobasal ; ALS : sclérose latérale amyotrophique ; PSP : paralysie
supranucléaire progressive

Dans la variante comportementale, on retrouve environ 50 % d’agrégats TDP43, 40 %

d’agrégats Tau et les 10 % restants étant principalement des agrégats FUS (Bahia, Takada et
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al. 2013, Irwin, Trojanowski et al. 2013). Parmi les patients présentant une variante
comportementale associée a une pathologie Tau, 1’examen neuropathologique mettra en
évidence une maladie de Pick - inclusions de Tau 3R - dans 70 % des cas. 20 % des patients
présenteront des lésions compatibles avec un syndrome corticobasal et les 10 % restant
présenteront des lésions neuropathologiques caractéristiques de la paralysie supranucléaire
progressive - agrégats de Tau 4R - (Bahia, Takada et al. 2013). Enfin, les associations variante
comportementale et SLA sont quasiment exclusivement TDP43 alors que les associations
variante comportementale et syndromes parkinsoniens atypiques (PSP et syndrome

corticobasal) sont liées a des agrégats Tau (Irwin, Trojanowski et al. 2013).

Des agrégats TDP43 sont préférentiellement rencontrés dans les variants sémantiques
(Landin-Romero, Tan et al. 2016). Dans la forme non fluente/agrammatique, les cohortes
autopsiées présentaient plus fréquemment une pathologie Tau, notamment en cas
d’association aux syndromes parkinsoniens atypiques (Grossman 2012). Des agrégats de Tau
4R sont plus fréquemment observés dans ce variant (Caso, Mandelli et al. 2014). Enfin, on
peut observer que le variant logopénique de 1’aphasie primaire progressive est lié dans la
majorité des cas a une pathologie Alzheimer sous-jacente. Dans une cohorte de patients
atteints du variant logopénique et autopsiés, 64% des patients (7 prélevements sur 11)
présentaient des marqueurs immunohistochimiques compatibles avec la maladie d’ Alzheimer
(Mesulam, Wicklund et al. 2008). Des ¢tudes d’imagerie avaient mises en évidence le fait que
I’atrophie prédominait dans les régions pariétales et qu’il existait une fixation des marqueurs
amyloides. Par ailleurs, une surreprésentation de ’haplotype E4 et des marqueurs du LCS
compatibles avec une maladie d’Alzheimer biologique étaient également décrits (Henry and

Gorno-Tempini 2010). Les cas restants sont répartis entre agrégats TDP43 et Tau.

Concernant les pathologies motrices associées aux DLFT, on retrouve des inclusions
de protéine TDP43 dans quasiment tous les cas de SLA sporadique. Les cas de SLA familiale
(environ 10% des patients) présentent des inclusions TDP43 ou SOD, en fonction des
mutations génétiques a 1’origine de la maladie (Mackenzie, Bigio et al. 2007). La PSP est
caractérisée par la présence d’agrégats de protéine Tau 4R sur le plan neuropathologique
(Dickson, Kouri et al. 2011). Enfin, la principale protéine agrégée dans le syndrome

corticobasal (50% des cas) est la protéine Tau 4R. Une proportion importante de patients
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autopsiés présenterait des 1€sions compatibles avec une maladie d’Alzheimer, représentant la

deuxieme étiologie protéique de ce syndrome (Hassan, Whitwell et al. 2011).

4. Génétique des DLFT

Une histoire familiale est décrite chez 40 a 50 % des patients atteints de dégénérescence
lobaire frontotemporale (au moins 1 parent de premier degré atteint de TNC, SLA ou maladie
de Parkinson). De 10 % a 27 % des patients présenteraient une présentation de la maladie
compatible avec un mode de transmission autosomique dominant (Pottier, Ravenscroft et al.
2016). La forte prévalence des DLFT familiales est notable et differe de la prévalence des
formes autosomiques dominantes observées dans les maladies d’Alzheimer - environ 1% - et
de Parkinson - environ 2 % - (Klein and Westenberger 2012, Van Cauwenberghe, Van
Broeckhoven et al. 2016). Cette différence mérite donc de s’arréter sur les principales
mutations génétiques rencontrées dans les DLFT, de mettre en lumiére le lien unissant ces
derniéres et les anomalies observées lors de I’examen neuropathologique et également de
décrire leur prévalence au sein des différentes présentations cliniques des DLFT. La plupart
des mutations génétiques dans ces pathologies présentent une transmission autosomique

dominante.

4.1 Mutations sur le géne MAPT

Le géne MAPT (Microtubule Associated Protein Tau) - localisation cytogénétique : 17q21.3 -
code pour la protéine Tau et a été le premier gene identifi¢ comme étant responsable de cas de
FTLD familiales (Hutton, Lendon et al. 1998). D’aprés la base de données Alzheimer Disease
& Frontotemporal Dementia Mutation Database, 80 variants ont été rapportés sur le gene
MAPT. Parmi ces 80 variants, 30 (37.5 %) ont été classés comme non pathogénes et 6 d’entre
eux (7.5 %) seraient de signification clinique incertaine. A [’exception de 2 variants
probablement pathogenes ou pathogenes situés sur I’exon 1, les autres variants se situent dans
les exons 9 a 13 et dans I’intron suivant I’exon 10. La plupart des mutations observées sont de
type faux-sens ou des micro-délétions (Cruts, Theuns et al. 2012). La figure 22 détaille la liste

des variants reportés a ce jour :
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Figure 22 : Représentation schématique des variants observés sur le gene MAPT -
Ghetti, Oblak et al. 2015

En France, la fréquence des mutations sur le géne MAPT est d’environ 3 % dans les
formes sporadiques et elle est proche de 10 % dans les formes familiales. L’4ge d’apparition
des premiers symptomes est précoce, avec une moyenne de 55 ans et les patients présentent
deux principaux phénotypes cliniques : une variante frontale ou un syndrome parkinsonien
atypique (Le Ber 2013). Des essais fonctionnels sur des protéines Tau recombinantes
porteuses des premieres mutations décrites mettaient en évidence une diminution de leur
capacité¢ a fixer les microtubules et donc une perte d’efficacit¢ dans 1’assemblage de ces

derniers (Hong, Zhukareva et al. 1998).

Sur le plan neuropathologique, des inclusions neuronales et gliales de protéine Tau
hyperphosphorylée sont systématiquement observées dans les régions corticales et sous-
corticales. La distribution anatomique des lésions, la morphologie et la composition
biochimique des inclusions (a savoir la présence de Tau 3R et/ou Tau 4R) sont identiques aux
formes sporadiques (Mackenzie and Neumann 2016). Il existe cependant des corrélations
entre la nature du variant et la composition biochimique des agrégats Tau observés. En effet,
les variants localisés sur les exons 9, 11, 12 et 13 seront corrélés a la présence d’agrégats Tau
3R, avec principalement des corps de Pick et des inclusions axonales. A I’inverse, les variants
localisés sur I’exon 10 ou I’intron 10 seront associés a une prédominance d’agrégats de Tau
4R, comme ce que 1’on peut observer dans le syndrome corticobasal ou la PSP. Finalement,

certains variants entraineront la formation d’agrégats de Tau 3R et 4R. On peut citer par
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exemple les variants V337M (Chr17:44095995 G>A) et R406W (Chr17:44101427 C>T) pour
lesquels 1’examen neuropathologique mettra en ¢évidence des dégénérescences
neurofibrillaires comparables a celles de la maladie d’ Alzheimer (Ghetti, Oblak et al. 2015). 11
est important de noter que les mutations sur le géene MAPT sont les seules a ce jour associées a

des agrégats de protéine Tau.

4.2 Mutations sur le géne GRN

En 2006, un deuxieme géne responsable de formes familiales de FTLD a été mis en évidence.
Le géne GRN (granulin precursor) - localisation cytogénétique : 17q21.31 - contient 13 exons
dont 12 codants et est situé¢ a proximité du géne MAPT (Baker, Mackenzie et al. 2006, Cruts,
Gijselinck et al. 2006). Ce geéne code pour la protéine progranuline qui est composée de 593
acides aminés et qui est trés fortement glycosylée. La progranuline est constituée de 7.5
domaines conservés consistant chacun en une répétition de 12 motifs cystéine, appelés
¢galement les domaines granuline (figure 23). Une fois sécrétée, la progranuline est clivée par
I’action de différentes protéases libérant alors la paragranuline et les granulines A a G, des

peptides de 6 kDa (Beel, Moisse et al. 2017).
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Figure 23 : Métabolisme de la progranuline - Nguyen, Nguyen ef al. 2013
La progranuline est composée de 7.5 domaines fortement conservés, les domaines granuline
(en bleu sur le schéma), séparés les uns des autres par des domaines de liaison (en blanc). La
progranuline peut étre clivée en granulines par 1’action de 1’élastase neutrophile, de la
protéinase 3, MMP-12 et ADAMTS-7. Ce clivage peut étre inhibé par I’inhibiteur sécrétoire
de la protéase leucocytaire (SLPI).
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La progranuline possede des fonctions biologiques multiples incluant un réle comme
facteur de croissance, la modulation de la réponse immunitaire ou encore un role métabolique
(notamment avec le diabéte de type 2 ou 1’obésité). Différents mécanismes de transduction du
signal sont mis en jeu parmi lesquels la voie de signalisation RAS/MAPK ou encore la voie
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) dont les roles sont particulierement étudiés en biologie
tumorale car elles sont a I’origine d’une dérégulation de la croissance, de la prolifération et de
la survie cellulaire (De Muynck and Van Damme 2011). Le role de la progranuline comme
facteur de croissance au niveau cérébral a été mis en évidence par plusieurs études.
L’expression de la progranuline a ét¢ démontrée comme un facteur favorisant la survie des
neurones et la croissance neuritique chez le rat (Van Damme, Van Hoecke et al. 2008). A
I’inverse, une diminution d’expression de la progranuline par ajout d’ARN interférents
(siRNA) diminue la longueur et 1’arborescence neuronales (Tapia, Milnerwood et al. 2011).
Par ailleurs, une étude réalisée chez le poisson-zébre a mis en évidence le réle de la
progranuline dans le développement et la ramification des motoneurones (Chitramuthu,

Baranowski et al. 2010).

La progranuline et ses dérivés les granulines ont des actions opposées dans
I’inflammation. Alors que les granulines augmentent 1’expression de cytokines pro-
inflammatoires, la progranuline est un puissant inhibiteur du TNFa et promeut la production
de cytokines anti-inflammatoires. Ces actions opposées sont notamment régulées par
I’inhibiteur sécrétoire de la protéase leucocytaire qui assure un équilibre entre progranuline et
granulines (Zhu, Nathan et al. 2002). Un déficit en progranuline est a 1’origine d’une gliose
cérébrale (Martens, Zhang et al. 2012). De plus, des souris déficientes en progranuline
possédent des macrophages produisant plus de cytokines pro-inflammatoires que ceux des
souris saines. La progranuline pourrait donc moduler I’inflammation au niveau du systéme
nerveux central ; les conséquences inflammatoires seraient donc augmentées suite a une
agression toxique ou meétabolique chez les individus déficients en progranuline (Yin, Banerjee

et al. 2010).

La base de données Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation
Database recense 172 variants sur le géne GRN décrits chez des patients souffrant de DLFT.
Parmi ces 172 variants, 48 (27.9 %) ont été classés comme non pathogénes et 45 d’entre eux
(26.1 %) seraient de signification clinique incertaine. Les variants pathogenes (79 soit 45.9 %)
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sont principalement des mutations de type non-sens et des micro-insertions ou délétions a
I’origine d’un décalage du cadre de lecture, dont le point commun est la formation prématurée

d’un codon Stop. Ces variants sont localisés sur I’ensemble du gene (figure 24).

C709_B350elGoA
€.709_835delA>G
€599_708delG>C

c0(c.264_265ins34) €.599_708delG>A
c.264G>A
©.836_933del c1201C>T

= <675 _676deiCA
<255deiC €603_604insC
c.243delC €592 593delAG c911G>A €1231_1232delGT
€.234_235delAG €. 468_474delCTGCTGT €910 _911insTG 1157G>A €.1232_1233insGT
c.154delA 463 S?Bdf\ €.909delC c.1145delC €12430T
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Figure 24 : Apercu des mutations sur le géne GRN (70 mutations présentes) -
Nicholson, Gass et al. 2012
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Les variants pathogeénes sont rencontrés a 1’état hétérozygote chez les patients atteints
de DLFT. La fréquence des mutations du gene GRN est d’environ 15% chez les patients
atteints de DLFT. L’age moyen d’apparition des premiers signes cliniques est supérieur a
celui des porteurs de mutations sur le géne MAPT, 65 ans en moyenne (Le Ber 2013). La
conséquence de 1’apparition d’un codon Stop prématuré est a I’origine d’une diminution de
I’expression des ARN messagers (Baker, Mackenzie et al. 2006). En effet, un mécanisme de
nonsense mediated decay est mis en place par les cellules, correspondant a un contréle de
qualité des ARNm : les ARNm non-sens sont dégradés pour éviter la formation de protéines
tronquées (Hug, Longman et al. 2016). Il en résulte donc une diminution de synthése de la

protéine progranuline : ce phénomene est appelé haplo-insuffisance.

L’examen neuropathologique des patients porteurs de mutations sur le géne GRN met
en évidence des agrégats de protéine TDP43 de manicre systématique. La pathologie associée
correspond au type A de la classification harmonisée de 2011 de Mackenzie (Mackenzie,
Neumann et al. 2011). Pour rappel, on retrouvera de nombreuses inclusions neuronales
cytoplasmiques et des neurites dystrophiques de petite taille. De plus, des inclusions
intraneuronales lentiformes pourront étre observées (Mackenzie and Neumann 2016). La
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relation unissant [’haplo-insuffisance de la progranuline et les agrégats TDP43 reste
cependant encore a établir. En 2007, il avait mis en évidence qu’un déficit en progranuline
entralnait une augmentation du clivage de la protéine TDP43 par la caspase 3 sur deux lignées
cellulaires différentes. A 1’inverse, ce clivage était inhibé par 1’administration d’un inhibiteur
de caspase (Zhang, Xu et al. 2007). Cependant, une autre étude avait montré que ce clivage
accru par la caspase 3 était présent chez les patients atteints de DLFT indépendamment de la
présence d’une mutation sur le géne GRN (Dormann, Capell et al. 2009). Enfin, les modeles
murins déficients en progranuline montrent des profils neuropathologiques variables, allant
d’une absence de pathologie TDP43 a la présence d’une phosphorylation et délocalisation
cytoplasmique de cette derniére (Yin, Dumont et al. 2010, Filiano, Martens et al. 2013). Une
autre hypotheése serait que le déficit en protéine progranuline observée chez les patients
atteints de mutations sur le géne GRN augmenterait le stress cellulaire et pourrait entrainer
une mauvaise localisation et une perte de solubilité¢ de la protéine TDP43 (Kumar-Singh

2011).

4.3 Mutations sur le gene C9ORF72

La mutation présente sur le géne C9ORF72 (Chromosome 9 Open Reading Frame 72) -
localisation cytogénétique : 9p21.2 - est différente de celles précédemment décrites pour les
genes MAPT et GRN. En effet, 2 équipes ont identifi¢ en 2011 la présence de grandes
expansions d’un hexanucléotide (G4C,) répété de nombreuses fois dans une région non
codante de ce gene (Delesus-Hernandez, Mackenzie et al. 2011, Renton, Majounie et al.
2011). Le nombre de répétitions de I’hexanucléotide G4C, est variable dans la population
générale, avec des répétitions de 2, 5 ou 8 hexanucléotides considérées comme les alleles les
plus fréquents. Les premiéres études avaient suggéré un nombre maximal de 30 répétitions
chez les patients contrdles. Les expansions présentes chez les patients atteints de DLFT sont
beaucoup plus importantes, et peuvent aller de 400 jusqu’a plusieurs milliers de répétitions
(Woollacott and Mead 2014). Cette mutation est la plus fréquente dans les formes familiales
de DLFT (10 a 25 % d’apres les études) et sa prévalence s’éleve trés fortement (jusqu’a 66%)
en cas d’association DLFT et SLA (Le Ber 2013).
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Le gene C9ORF72 est constitué de 11 exons incluant 2 exons alternatifs non codants
la et 1b. La figure 25 illustre la transcription physiologique du gene C9ORF72 pour former

ses 3 transcrits naturels.

C9orf72 DNA
(GGGGCC)n
C9orf72 RNA
g Short protein

(24 kDa)

Voriant 2 I'I'IIII'“I'I'. N

Long protein
isoform (54

kDa)
Variant 3

Figure 25 : Transcrits du géne C9ORF72 - Barker, Niblock et al. 2017
L’expansion de I’hexanucléotide (G4C,), est localisée entre les exons la et 1b du geéne
CY90ORF72. 11 existe 3 transcrits naturels du gene : 2 transcrits contiennent respectivement
I’exon non codant 1b ou la associés aux exons codants 2 a 11 et entrainent la formation d’une
protéine C9orf72 de 481 acides aminés (54 kDa). Le dernier transcrit est composé de I’exon
non codant la associé aux exons codants 2 a 5 et entraine la formation d’une protéine C9orf72
plus courte de 222 acides aminés (24 kDa).

Les fonctions de la protéine C9orf72 ne sont pas encore totalement élucidées a ce jour.
Cependant, une étude structurale de cette protéine a permis de montrer de fortes homologies
entre la partie N-terminale de la protéine C9orf72 et les protéines LCHN et AVL9 ainsi
qu’entre la partie C-terminale de C9orf72 et les protéines FNIPs. Ces observations permettent
donc de classer la protéine C9orf72 parmi les protéines portant un domaine DENN (Levine,
Daniels et al. 2013). Les protéines portant un domaine DENN (pour differentially expressed in
normal and neoplastic cells) fonctionnent comme des facteurs d’échange de GDP/GTP pour
les Rab GTPases (membres de la superfamille des protéines G monomériques Ras) (Marat,
Dokainish et al. 2011). La protéine C9orf72 régulerait donc le trafic endosomal des protéines
en incluant également la sécrétion des vésicules extracellulaires, et intervient é¢galement dans

I’autophagie (Aoki, Manzano et al. 2017).
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Les mécanismes physiopathologiques liés la présence de I’expansion des
hexanucléotides (G4C,), sur le gene C9ORF72 sont toujours en cours d’étude eux aussi. Trois
principales hypothéses sont actuellement débattues (pour revue (Gendron and Petrucelli
2018)). La premiere d’entre elles correspond a une perte de fonction de la protéine C9orf72
(haplo-insuffisance), suggérée par une diminution des transcrits d’ARNm dans le systéme
nerveux central (Gijselinck, Van Langenhove et al. 2012). Cette derniere pourrait étre
expliquée par la structure en épingle a cheveux formée par les répétitions dans les ARNm,
leur donnant la capacité de se fixer a de ’ADN (Fratta, Mizielinska et al. 2012). Par ailleurs,
ces expansions pourraient modifier la méthylation de ’ADN et des histones, ce mécanisme
étant connu pour réprimer 1’expression génique (Barski, Cuddapah et al. 2007). La deuxieéme
hypothése consiste en une toxicité induite par les transcrits d’ARNm porteurs des expansions
(G4Cy)y qui formeraient des foci et emprisonneraient a 1’intérieur de ces derniers les protéines
capables de se lier aux ARN (Cooper-Knock, Walsh et al. 2014, Rossi, Serrano et al. 2015).
Finalement, le dernier mécanisme physiopathologique a 1’étude est la formation de protéines
composées de dipeptides ou DPR (Dipeptide repeat proteins). Ces protéines sont traduites a
partir des expansions malgré I’absence d’un codon initiateur ATG et selon différents cadres
de lecture (Freibaum and Taylor 2017). Les DPR sont au nombre de 5 dans les DLFT, a
savoir les protéines poly(GA), poly(GP), poly(GR), poly(PR) et poly(PA) et leur présence
pourrait conduire a la dégénérescence neuronale. Cette traduction non canonique a été décrite
pour les DLFT associées a la mutation du géne C9ORF72, mais également dans le syndrome

de I’X fragile et la maladie de Huntington (Green, Linsalata et al. 2016).

Sur le plan neuropathologique, les examens immunohistologiques des prélévements
cérébraux des patients porteurs d’une mutation sur le gene C9ORF72 mettent en évidence des
agrégats de protéine TDP43, notamment de type B d’apres la classification de Mackenzie et
al. de 2011 (Mackenzie, Neumann et al. 2011). Pour rappel, le type B correspond a la
présence d’inclusions intra neuronales cytoplasmiques sur I’ensemble des couches corticales.
Une nouvelle fois, la relation entre la présence d’une mutation sur le géne C9ORF72 et la
présence d’agrégats de protéine TDP43 reste a définir. Cependant, des souris transgéniques
exprimant des protéines poly(GA) présentent une augmentation des concentrations de TDP43
phosphorylée (Schludi, Becker et al. 2017). De plus, cette expression de protéines poly(GA)
activerait le clivage de la protéine TDP43 dans des cultures cellulaires (Lee, Baskaran et al.

2017).
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De plus, les protéines DPR forment des inclusions cytoplasmiques en formes d’étoiles.
Ces dernieres sont observées dans I’ensemble du systeme nerveux central, et sont
particulierement abondantes dans 1’hippocampe, le cervelet, les cortex frontal et temporal
ainsi que dans le cortex moteur (Ash, Bieniek et al. 2013). Par contre, les inclusions de DPR
sont beaucoup plus rares que les inclusions de protéine TDP43 dans la corne antérieure de la

moelle épiniére (Gomez-Deza, Lee et al. 2015).

4.4 Mutations sur le géne TARDBP

Le géne TARDBP (TAR DNA-binding protein 43) - localisation cytogénétique : 1p36.22 -
code pour la protéine TDP43. D’aprés la base de données Alzheimer Disease &
Frontotemporal Dementia Mutation Database, 44 variants ont été¢ rapportés sur ce gene.
Parmi ces variants, 9 sont classés comme non pathogénes et 2 sont de signification
indéterminée. Les mutations pathogenes, de type faux-sens, sont toutes localisées sur I’exon 6
du geéne, codant pour la partie C-terminale de la protéine TDP43 (Cruts, Theuns et al. 2012).
Les mutations sur le gene TARDBP sont responsables de 2% des formes familiales de DLFT
(Le Ber 2013). On les retrouve cependant plus fréquemment dans les SLA familiales. Les
inclusions neuropathologiques observées chez les patients porteurs de mutations sur le géne

TARDBP sont des agrégats de protéine TDP43 (Van Deerlin, Leverenz et al. 2008).

4.5 Mutations sur le géne VCP

Le gene VCP (Valosin containing protein) - localisation cytogénétique : 9p13.3 - code pour la
protéine VCP, de la famille des ATPases associées a de multiples activités. Cette protéine est
impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires parmi lesquelles la biogénése des
organelles et la dégradation des protéines médiée par 1’ubiquitine (Weihl, Pestronk et al.
2009). I existe 20 variants sur le géne VCP : 19 pathogénes et 1 de signification indéterminée
(Cruts, Theuns et al. 2012) qui sont responsables de 3% des formes familiales de DLFT (Le
Ber 2013). Le phénotype clinique associ¢ a des mutations sur ce gene est particulier car il
associe en plus d’'une DLFT une maladie a corps d’inclusions et une maladie de Paget (Mehta,

Khare et al. 2013). Les patients atteints de mutations sur le géne VCP présentent des
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inclusions intranucléaires lentiformes et des petites neurites dystrophiques de protéine TDP43,
correspondant au type D de la classification de Mackenzie et al (Mackenzie, Neumann et al.

2011).

4.6 Les autres mutations observées

D’autres mutations avec des fréquences individuelles faibles (inférieures a 1 %) ont été
rapportées dans des cas de DLFT associées a une SLA. La figure 26 détaille I’ensemble des
mutations décrites dans les DLFT pures ou associées a des pathologies neuromusculaires

mises en évidence jusqu’en 2017.

FTD ALS
*VCP
*CHMP2B
* TARDBP
*SOD1
« MAPT * hnRNP A1
*GRN e NEK1
¢ Others

CEMBO

Figure 26 : Mutations génétiques responsables de DLFT et/ou SLA -
Gao, Almeida et al. 2017
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Le spectre des dégénérescences lobaires fronto-temporales (DLFT), troisiéme cause de
TNC chez ’adulte de moins de 65 ans, représente un groupe de maladies hétérogenes sur les
plans cliniques et génétiques. De plus, la nature des lésions protéiques caractérisées a
I’examen neuropathologique est elle aussi hétérogeéne, les deux principales protéines agrégées
étant les protéines Tau et TDP43. Actuellement, les criteéres diagnostiques des DLFT reposent
sur différents stades de probabilité : possible, probable ou certaine. Une DLFT sera certaine
lorsque 1’on associera, en plus d’une clinique évocatrice, la mise en évidence des lésions
neuropathologiques ou d’un variant génétique connu. Les stades diagnostiques possible et
probable associent quant a eux des éléments cliniques et radiologiques : il n’existe aucun
marqueur étiologique protéique validé permettant de renforcer la certitude diagnostique du

vivant du patient.

L’objectif de ce travail de thése est donc d’étudier le potentiel intérét diagnostique de
la protéine TDP43 dans des matrices accessibles du vivant du patient, a savoir le liquide

cérébrospinal ou le sang.

Pour cela, nous avons tout d’abord développé des outils de biologie moléculaire afin
de constituer une cohorte de patients DLFT-TDP43 certaine. Nous avons alors étudié les
variants pathogeénes présents sur chacun des 2 génes C9ORF72 et GRN, systématiquement

associés a la présence d’inclusions cérébrales de protéine TDP43.

Dans une seconde partie, I’analyse quantitative des protéines Tau, des neurofilaments
et de la protéine TDP43 a été réalisée dans le liquide cérébrospinal afin de déterminer des
caractéristiques biologiques communes a cette catégorie de patients. Cette cohorte de cas
certains était comparée en paralléle a une population de patients atteints de DLFT-Tau et a

une cohorte de patients atteints de pathologies non neurodégénératives.

Finalement, une analyse qualitative a complété 1’étude de la protéine TDP43 grace a
des immuno-essais miniaturisés sur une plate-forme automatisée. Les différentes formes de
TDP43 ont été recherchées dans le liquide cérébrospinal et les différentes fractions du sang
total en comparaison des profils protéiques obtenus sur des échantillons cérébraux

caractérisés.
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PARTIE I : CONSTITUTION D’UNE COHORTE DE
CAS CERTAINS DE DLFT-TDP43

58



Pour rappel, le diagnostic des DLFT repose sur différents degrés de probabilité. Un
diagnostic de certitude sera posé lorsque 1’on retrouvera, en plus d’une symptomatologie

évocatrice d’un phénotype clinique de DLFT, la présence :
- D’une mutation pathogénique connue
ET/OU

- De protéines agrégées lors de I’examen immunohistochimique du tissu cérébral,

définissant alors une pathologie DLFT-TDP43, DLFT-TAU ou encore DLFT-FUS.

L’objectif principal de cette premiére partie du travail expérimental était donc de constituer
une cohorte de patients DLFT-TDP43 répondant a I’un de ces critéres au moins. Pour cela,
nous avons tout d’abord développé des outils de biologie moléculaire destinés a la mise en
évidence des variants sur les génes GRN et C9ORF72, qui représentent a elles deux environ
40% des DLFT familiales et qui représentent une tres large majorité des cas de DLFT-TDP43

associés a une anomalie génétique.

Ce développement a par ailleurs permis de tester I’'un des mécanismes actuellement
discutés pour expliquer la pathogénie des mutations C9ORF72, a savoir 1’haplo-insuffisance

(diminution de synthése de protéine en conséquence d’une mutation génétique).

1. Développement d’outils de diagnostic génétique des DLFT-TDP43

1.1 Matériels et méthodes

1.1.1 Sélection des patients pour la constitution d’une cohorte certaine DLFT-
TDP43

Une premiere sélection rétrospective a permis de déterminer, parmi 1’ensemble des
prélevements disponibles au laboratoire, les patients dont le diagnostic moléculaire des génes
C90ORF72 et GRN avait été préalablement réalis¢ dans ’UF de Neurogénétique Moléculaire
et Cellulaire de la Pitié-Salpétriere (AP-HP, Dr F. Clot). Cinq patients porteurs d’un variant
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sur le gene GRN et 3 patients porteurs d’une expansion sur le geéne C9ORF72 ont ainsi été
sélectionnés. Les analyses génétiques n’ont pas été refaites dans notre laboratoire sur cette
sélection de patients déja caractérisée et ces patients n’ont donc pas été intégrés par la suite

lors de I’estimation des fréquences observées pour les mutations.

Une seconde sélection rétrospective a été réalisée pour des patients avec un diagnostic
de DLFT certaine basé sur les résultats de I’examen neuropathologique et pour lesquels des
prélevements cérébraux potentiellement associés a des prélévements biologiques
périphériques étaient disponibles au CHU de Lyon. Cette sélection de six patients a été
permise grace au Docteur David Meyronet et au Docteur Nathalie Streichenberger, tous deux
membres du consortium Brain-Net Europe, qui avaient proposé¢ le diagnostic de DLFT
certaine d’apres des protocoles méthodologiques validés. Les résultats immunohistochimiques
obtenus étaient similaires a ceux présentés dans les Rappels bibliographiques de ce manuscrit
(figure 10 pour la protéine TDP43 et figures 17 et 18 pour la protéine Tau). De I’ADN était

disponible dans notre laboratoire pour ces patients.

En parallele, une étude prospective et multicentrique a été instaurée en partenariat avec
les services de Neurologie des centres hospitaliers universitaires de Lyon, Grenoble et Saint-
Etienne, ainsi qu’avec des centres hospitaliers généraux de la région Rhone-Alpes. Des
patients présentant des troubles cognitifs, parmi lesquels des troubles du comportement,
consultaient les médecins neurologues ou gériatres spécialistes des troubles neurocognitifs de
ces différents centres. Le diagnostic de TNC était alors confirmé. Afin de proposer une
¢étiologie pour le TNC diagnostiqué et du fait de la présence d’antécédents familiaux de TNC,
des examens complémentaires intégrant des prélévements biologiques (sang +/- LCS)
pouvaient étre réalisés apres la signature d’un consentement éclairé pour la réalisation de
recherches génétiques ainsi que d’un consentement pour [’utilisation des prélévements a des
fins de recherche dans le cadre de protocoles de soins courants (des exemplaires du
consentement de génétique et d’utilisation des prélévements a des fins de recherche sont
proposés en annexes 1 et 2 de ce document). Le diagnostic étiologique était finalement discuté
lors de réunions de concertation pluridisciplinaires, en intégrant les données des examens
cliniques et des bilans neuropsychologiques, ainsi que les résultats d’imagerie, des
biomarqueurs et de génétique. Au total, les résultats pour 72 patients inclus dans cette étude
sont présentés dans ce travail.
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1.1.2 Prélévements sanguins et extraction de PADN

Pour la cohorte prospective de 72 patients détaillée précédemment, du sang total prélevé dans
2 tubes EDTA était collecté et acheminé au laboratoire. A la réception des prélévements
sanguins, des aliquots de plasma et des préparations plaquettaires étaient préparés selon le
protocole détaillé en annexe 3. Apres remise en suspension des ¢léments figurés du sang, une
extraction d’ADN manuelle était réalisée avec le kit Nucléon BACC 3 (Amersham®).
L’intérét d’une extraction manuelle résidait dans le fait de pouvoir obtenir de trés grands
fragments d’ADN a la fin de I’extraction (données fournisseur : de 23 a 250 kpb) et d’adapter
le volume de reprise final de I’ADN pour obtenir de bonnes concentrations d’ADN dans un

volume satisfaisant pour nos analyses.

Briévement, les cellules étaient lysées par des détergents (5 mL de réactif A puis 2 mL
de réactif B du kit pour 5 mL de sang total), puis les protéines étaient dénaturées par ajout de
500 uL de perchlorate de sodium. Apres agitation, I’ajout de 2 mL de chloroforme permettait
la dissolution des lipides dans cette phase alors que I’ADN restait dans la phase aqueuse.
Ensuite, les protéines associées a I’ADN dans la chromatine étaient fixées par ajout de 300 uLL
de résine Nucléon. Aprés centrifugation, la phase aqueuse contenant I’ADN était alors
récupérée dans un tube stérile et 5 mL d’éthanol absolu froid étaient alors ajoutés. Le mélange
¢tait alors agité jusqu’a la formation d’un précipité (pelote d’ADN). La pelote était récupérée,
rincée dans un tube contenant 1 mL d’éthanol froid puis finalement dissoute dans du tampon
TE (Tris, EDTA), avec un volume ajouté de TE dépendant de la grosseur de la pelote d’ADN.
Le dosage de I’ADN génomique était alors réalis¢ sur un Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher

Scientific™) et I’ADN était ensuite conservé a + 4°C.

1.1.3 PCR et séquencage du géne GRN

Une amplification d’ADN ¢était réalisée pour I’ensemble des 13 exons du géne GRN grace a la
réalisation de 6 PCR (Polymerase Chain Reaction) simultanées. L’absence de
polymorphismes connus sur chacune des amorces avait ét¢ préalablement vérifiée a 1’aide du

logiciel SNPCheck® (https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm). Le tableau V

détaille les amorces utilisées et les exons amplifiés pour chaque réaction.
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Exon(s) amplifiés

Amplicon (pb)

Amorce Sens (F)

Amorce Antisens (R)

Exon 1 503 CTGCAGGATGGGTTAAGGAA | CGTCACTGCAATTACTGCTTC
Exons 2 a4 801 GGGTACTGAGTGACCCTAG | TTGCTTAGTACAGATGCCACA
Exons 5a7 769 CAGCTCCTTGTGTGATGGG CCTGCATCAGCCAGGCTC
Exons 8 a 10 868 GTGCTACTGAGCCTGGAAG AAGCAATAGGAGCTTGGCCA

Exons 11 et 12 650 CACATAGTGGCTACCTACAA GACCTGGTCCCTGGCCAT

Exon 13 573 ATGGCCAGGGACCAGGTC TTGGCAGTGGACGTGAACC

Tableau V : Description des amorces utilisées pour la réalisation des PCR du gene GRN

Les réactions d’amplification d’ADN par PCR ¢étaient réalisées grace au kit

HotStarTaq DNA polymerase (Qiagen®™) selon les protocoles de mix (tableau VI) et

d’amplification (tableau VII) suivants :

Volumes (uL)| n=1
Taq Hot Star SU|[ 0.13
dANTP 10 mM| 0.5
Tampon (avec MgCly)| 2.5 Dénaturation initiale 95°C 15 min
H,O| 16.67 Dénaturation 95°C 40 sec 35
Amorce X F20 uM| 0.6 Hybridation 64°C 40 sec
Amorce X R20 uM| 0.6 Elongation 72°C 1 min cycles
Total Mix | 21 Elongation finale =~ 72°C 10 min
ADNa 15ng/ 100 uL 4
Total final | 25

Tableau VI : mix PCR GRN

Tableau VII : protocole PCR GRN

Apres purification des amplicons PCR par une ultrafiltration sur une plaque

NucleoFast (Macherey-Nagel®), ces derniers étaient analysés avec I’automate Labchip GX

(Perkin Elmer™) afin de déterminer la taille et la concentration des différents amplicons

obtenus. Aprés dilution des amplicons, la réaction de séquencage Sanger était réalisée selon

les protocoles de mix (tableau VIII) et de réaction de séquengage (tableau IX) suivants :

Volumes (uL)| n=1
BigDye v1.1 8
Amorce X F 5 uM 1 Dénaturation initiale  96°C 1 min
OU Amorce X R5uM 1 Dénaturation 96°C 10 sec
Total Mix 9 Hybridation 50°C 5 sec cy4c(l)es
ADN purifié 1 Elongation 60°C 2.5m
Total final| 10

Tableau VIII : mix séquence GRN

Tableau IX : protocole séquence GRN
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Les réactions de séquence ainsi obtenues ¢€taient finalement analysées sur le séquenceur
capillaire ABI 3500 xL (Applied Biosystems™). Les séquences étaient tout d’abord étudiées a
I’aide du logiciel SeqScape (Applied Biosystems®™), ce logiciel permettant I’alignement des
séquences obtenues et la mise en évidence des variants par rapport a la séquence de référence
utilisée (NCBI Reference Sequence du gene GRN : NC _000017.11). De plus, la pathogénicité
des variants obtenus était également analysée avec le logiciel Alamut Visual (Interactive

Biosoftware™).

1.1.4 Détection d’une expansion pathologique sur le géne COORF72

La mise en évidence des expansions pathologiques sur le géne C9ORF72 a été réalisée par
I’utilisation de 2 techniques complémentaires : une PCR conventionnelle et une repeat-primed
PCR (RP-PCR). La PCR conventionnelle permettait de déterminer le nombre d’all¢les sains
(1 ou 2) ainsi que leur nombre de répétitions G4C,. Pour rappel, un nombre de répétitions
G4C; inférieur a 30 est considéré comme normal d’aprés les données de la littérature. La RP-
PCR est une technique qualitative permettant de mettre en évidence la présence d’une grande
expansion mais ne permet de déterminer le nombre de répétitions G4C, dans I’allele (les

all¢les) pathologique(s).

- PCR conventionnelle du géne C9ORF72

La PCR permettait d’amplifier la région intronique du géne C9ORF72 entre les exons la et 1b
(pour rappel, voir la figure 23) comprenant les répétitions (G4C,),. Les réactions
d’amplification d’ADN ont été réalisées grace au kit Multiplex PCR (Qiagen®) selon les
protocoles de mix (tableau X) et d’amplification (tableau XI) suivants, a 1’aide des amorces

sens - F - GGAGGGAAACAACCGCAGCC et antisens - R - TCCTCACTCACCCACTCGC.
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Volumes (pnL)| n=1
2X PCR Master Mix | 12.5
7-deaza-2 deoxy GTP 10 mM| 0.5

DMSO| 1.75 Dénaturation initiale ~ 95°C 15 min
5x Solution Q 5 Dénaturation 95°C 30 sec 35
H,O| 0.75 Hybridation 60°C 30 sec
Amorce F 20 uM| 0.5 Elongation 68°C 1 min cycles
Amorce R20 uM| 0.5 Elongation finale 68°C 10 min

Total Mix| 21
ADN a 15ng/ 100 uLL 4
Total final 25

Tableau X : mix PCR C9ORF72 Tableau XI : protocole PCR C9ORF72

A noter que le mix PCR utilis¢ ici differe 1égerement du protocole précédemment
décrit pour la PCR du géne GRN. En effet, 3 réactifs supplémentaires ont été ajoutés au mix, a
savoir le 7-deaza-2 deoxy GTP, le DMSO (diméthylsufoxyde) et la solution Q (Qiagen®). La
région a amplifier étant particulierement riche en nucléotides GC (a I’origine de modification
de la structure secondaire de I’ADN), ces différents réactifs permettaient d’améliorer
I’hybridation des amorces et donc d’augmenter les concentrations des amplicons obtenus.
Apres purification des amplicons, ces derniers étaient analysés avec 1’automate Labchip GX
(Perkin Elmer™) afin de déterminer le nombre d’alléles et leur taille. Pour cela, un patient
hétérozygote préalablement séquencé (2 et 9 répétitions G4C,) €tait déposé en parallele des

patients analysés. La figure 27 présente un exemple de résultats obtenus lors d’un essai :

NAD144 -
DFT 63
NAF018 -
DFT 64
NAF024
DFT 65
NAF051
DFT 66

Hét2+9 Blanc Ladder2

Figure 27 : Exemple de résultats obtenus avec la PCR C9ORF72
Deux alleles sont détectés par la technique PCR C9ORF72 pour le patient DFT63 et le patient
contrdle (Hét 2 +9), 1 allele est détecté pour les patients DFT64, DFT65 et DFT66. Le blanc
PCR est analysé systématiquement pour vérifier ’absence d’amplification en absence d’ADN.
La taille des amplicons, calculée automatiquement par le logiciel, peut varier pour chacun des
patients, reflétant la variabilité inter-individuelle du nombre de répétitions G4C,.
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Connaissant le nombre exact de répétitions de 1’hexanucléotide G4C, pour le patient
témoin qui a été séquencé (un allele de 2 répétitions et un alléle de 9 répétitions), on peut alors
comparer la taille des alleles de chaque patient par rapport au témoin pour déterminer le

nombre de répétitions de ces derniers. Dans notre exemple, on obtient ainsi :

Patient Bandes | Alléle 1 | Répétitions G4C; Allele 2 Répétitions G4C,
Hét2+9 2 194 pb 2 236 pb 9
Blanc 0 N.A N.A
DFT 63 2 206 pb 4 267 pb 14
DFT 64 1 194 pb 2 N.A
DFT 65 1 219 pb 6 N.A
DFT 66 1 248 pb 11 N.A

Tableau XII : Calcul du nombre de répétitions G4C, pour chaque allé¢le observé

L’ajout du témoin dans chaque essai était indispensable car les résultats obtenus par le
Labchip pouvaient présenter des variations (taille de ’allele 1 du témoin pouvant varier de
192 a 195 pb). Par ailleurs, les tailles calculées ne donnaient pas forcément un nombre entier
de répétitions G4C, (exemple de 1’allele 1 du patient DFT65 = 6.17 répétitions G4C,). Les
résultats sont donc rendus a +/- 1 répétition G4C, pour les alléles mesurés. Enfin, ce protocole
ne permet pas de mettre en évidence des expansions de grande taille : la présence d’un seul
allele observé pouvant alors correspondre soit a un patient homozygote sain soit a un patient

hétérozygote avec une expansion pathologique.

- RP-PCR du géne C9ORF72

Cette technique est sensiblement différente de la premicre d’un point de vue technique car elle
associe 3 amorces dans le méme mix réactionnel. La premiere amorce (P1) est fluorescente et
fixe ’ADN en amont de la zone d’intérét, elle est donc spécifique du géne a amplifier. La
seconde amorce (P2) est constituée de 2 parties distinctes : la premicre partie de I’amorce est
constituée d’une série de nucléotides dont la séquence n’est pas retrouvée dans I’ADN humain
et sa deuxiéme partie est spécifique des répétitions G4C, du géne C9ORF72. Enfin, la derniére
amorce P3 correspond a la premiére partie de 1’amorce P2 (la séquence non retrouvée dans
I’ADN humain). En pratique, dans les premiers cycles de la RP-PCR, des amplicons de tailles

différentes (correspondant au nombre de répétitions G4C, présentes sur les deux alleles) sont
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constitués grace a 1’association des 2 amorces P1 et P2. Dans les cycles suivants, I’amorce P3
prend le relais de I’amorce P2 et augmente de maniére importante le nombre de copies de

chacun des amplicons formés précédemment (figure 28).

Les amorces utilisées étaient les suivantes :
- P1: FAM-AGTCGCTAGAGGCGAAAGC (FAM ¢étant le composé fluorescent)
- P2 : TACGCATCCCAGTTTGAGACGGGGGCCGGGGCCGGGGCCGGGE

- P3: TACGCATCCCAGTTTGAGACG (identique a la premicre partie de P2)

Premiers cycles Cycles suivants

5 P2 P P3

F / F
P2 g B P 3

F - / F -

;7 P2 T 3

P1

F / F

; P2 / ; 3
F >

-

Figure 28 : Principe général de la RP-PCR, adapté de Warner, Barron ef al. 1996

Les réactions d’amplification ont été réalisées grace au kit Multiplex PCR (Qiagen™)

selon les protocoles de mix (tableau XIII) et d’amplification (tableau XIV) suivants :

Volumes (uL)| n=1
2X PCR Master Mix| 12.5
7-deaza-2 deoxy GTP 10 mM | 0.5 Dénaturation initiale  95°C 15 min
DMSO| 1.75 Dénaturation 94°C  1min  2-8 cycles
5x Solution Q| 5 Hybridation 70-58°C 1 min 1 eycle
. . supplémentaire par
Amorce P1 33 uM| 0.42 Elongation 72°C 3 min  diminution de 2°C
Amorce P2 17 uM| 0.42 Dénaturation 94°C 1 min
Amorce P3 33 uM| 0.42 Hybridation 56°C 1 min 5 cycles
Total Mix| 21 Elongation 72°C 3 min
ADN a 50 ng/ 100 pL 4 Elongation finale 72°C 10 min
Total final| 25

Tableau XIII : mix RP-PCR C9ORF72 Tableau XIV : protocole RP-PCR C9ORF72

Le protocole d’amplification était constitué¢ ici d’un touchdown (diminution de la
température d’hybridation des amorces au cours des cycles afin de faciliter la formation des
amplicons). Par ailleurs, la concentration initiale en ADN était supérieure a celles des PCR
précédemment décrites (50 ng/100 puL contre 15 ng/100 pL précédemment) afin de garantir

des concentrations finales d’amplicons satisfaisantes. A la fin de la réaction d’amplification,
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une étape de dénaturation au formamide (95°C pendant 5 min) puis par choc thermique (40C
pendant 2 min) permettait de maintenir les amplicons sous forme de simple brin d’ADN et on
ajoutait €également pour chaque patient un marqueur de taille GeneScan Rox 500 HD (Thermo
Fisher Scientific®) selon les ratios suivants : Formamide/Marqueur/Amplicon = 14.6 pnL/0.4
pL/TuL. L’analyse des fragments était réalisée sur le séquenceur capillaire ABI 3500 xL
(Applied Biosystems"™) puis interprétée a ’aide du logiciel GeneMapper (Thermo Fisher
Scientific®). Les résultats obtenus sont qualitatifs : un résultat positif témoignant de la
présence d’une grande expansion de répétitions G4C, est mise en évidence par la présence

d’un profil particulier en dents de scie (figure 29). Cependant, la taille des expansions n’est

Résultat positif Résultat négatif

§ ¥ 8 8 8 8

\
VLUV v MAMAMANAAAA AN AN A nn,

pas calculable par cette technique.
|L (™ | (

i |

Figure 29 : Exemples d’un résultat positif (a gauche) et d’un résultat négatif (a droite)
par la technique de RP-PCR C90RF72

- Southern Blot : quantification des expansions du gene C9ORF72

Le Southern Blot permet la mise en évidence de grands fragments d’ADN d’intérét par
¢lectrophorese puis hybridation avec une sonde complémentaire. Cette technique est
actuellement la seule a pouvoir estimer la taille des alleles porteurs de répétitions G4C,
observées dans les DLFT, ou I’on peut observer plusieurs centaines voire milliers de ces
répétitions (Woollacott and Mead 2014). Cette technique est totalement manuelle et le délai
de réalisation technique est d’une semaine environ. Les différentes étapes de la réalisation

technique du Southern Blot C9ORF72 sont détaillées ci-dessous.

La premicre étape consistait en une digestion enzymatique de I’ADN pendant 1 nuit a

37°C: 5 ng d’ADN étaient mélangés a 1.5 pL d’enzyme de restriction Xbal (New England
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Biolabs®™), en présence de CutSmart Buffer (3 pL) et de spermidine (1uL), pour un volume
final total de 30 pL. L’enzyme de restriction Xbal clivait dans ces conditions ’ADN au site
de restriction T"CTAGA, formant ainsi de nombreux fragments d’ADN de taille réduite. Le
CutSmart Buffer permettait d’activer I’enzyme, optimisant alors la digestion enzymatique. Six
microlitres de 5x SLM (sucrose loading mix, réactif permettant d’alourdir les échantillons
pour faciliter le dépdt dans le gel et de suivre leur migration) étaient ajoutés au mélange
réactionnel qui était alors chauffé a 65°C pendant 15 minutes pour arréter la réaction

enzymatique.

Les fragments d’ADN ainsi créés étaient séparés selon leur taille par électrophorese
sur gel d’agarose 0.8%. En paralléle, un marqueur de taille A DNA-HindIIl Digest (New
England Biolabs®) était déposé en duplicat pour chaque gel réalisé. La migration durait une
nuit avec un voltage appliqué de 27 Volts : la migration se déroulait de la cathode vers
I’anode, avec une mobilité accrue pour les fragments d’ADN de petite taille. Une étape de
dépurination (HCl 0.25N) puis de dénaturation du gel en solution alcaline dénaturait les
molécules d’ADN double brin en simple brin pour faciliter I’étape de transfert. Les brins
d’ADN étaient alors transférés du gel d’agarose sur une membrane en nylon Hybond-XL
(Amersham®) par capillarité pendant 1 nuit en contact avec du tampon saline sodium citrate

(SSC).

Une sonde spécifique de la région d’ADN a hybrider (280 pb) avait été préparée
préalablement au sein de laquelle était intégrée des nucléotides marqués au phosphore 32
(dCT*P). Aprés purification par chromatographie d’exclusion, la sonde radioactive était alors
mise en contact avec la membrane pendant une nuit & 65°C sous une faible agitation. La
membrane était alors lavée plusieurs fois au SSC pour éliminer la sonde radioactive en excés
et placée dans une cassette hermétique, en contact d’un écran (face blanche contre la
membrane) pendant une nuit au minimum. La luminescence émise €tait alors mesurée par le
scanner Fujifilm FLA7000” et les résultats étaient interprétés avec le logiciel Multi Gauge
Analysis®. La taille des bandes observées était alors quantifiée en comparant la distance de
migration de chaque bande par rapport au marqueur de taille posé sur chaque gel (6 bandes
correspondant a des fragments d’ADN de 2027 a 23130 pb. Les all¢les sains migraient le plus

loin (petits fragments en bas sur la figure 30 C) et les grandes expansions présentes chez
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certains patients formaient des smear dont le centre était utilisé pour la quantification (en haut

sur la figure 30 C).
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Figure 30 : A. Principe général du Southern Blot - Dreyer 2012 , B. Fragment d’ADN
étudié apres digestion enzymatique (entre les bases en rose) présentant la région
d’hybridation de la sonde radioactive (en vert) et la zone d’intérét (en bleu) ; C.

Exemple de résultat apres analyse sur le logiciel Multi Gauge Analysis

1.2 Résultats obtenus dans le cadre du diagnostic moléculaire

Six patients avec un diagnostic de DLFT certaine d’apres les résultats immunohistochimiques
sur tissu cérébral ont pu étre sélectionnés au sein du laboratoire. Parmi ces 6 patients, 2
d’entre eux avaient été diagnostiqués comme DLFT-Tau (les phénotypes cliniques étaient
respectivement une variante comportementale et une PSP). Un diagnostic certain de DLFT-
TDP43 avait été posé pour les 4 patients restants d’apres les résultats des examens
immunohistochimiques. Parmi ces 4 patients, 3 présentaient un phénotype clinique de variant
comportemental de DLFT associ¢ a une sclérose latérale amyotrophique et le dernier
présentait un variant comportemental de DLFT. Deux patients (un homme et une femme)

présentaient une grande expansion sur le gene C9ORF72. Parmi les 72 patients de la cohorte
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prospective, 12 grandes expansions sur le géne CIORF72 et 2 variants sur le géne GRN ont
¢té mis en ¢évidence. Sur les 78 prélevements analysés, 16 mutations ont donc ét€¢ mises en

évidence.

La figure 31 reprend la méthodologie de sélection des patients analysés ainsi que les

résultats obtenus :

Sélection rétrospective Etude prospective
neuropathologique Patients atteintsde TNC
Patients atteints de DLFT-certaine DLFT familiale ?
autopsiésau CHU de Lyon Soins courant = prélévements
n=6 n=72
K/\\ Variant GRN ?
Variant C90RF72 ?
2 DLFT-Tau 4 DLFT-TDP43 :
1 variante comportementale 3 DFT-SLA
1 PSP 1 variante comportementale
Variant GRN ? +

Variant C9ORF72? | — ———

Résultats au laboratoire : 16 mutations observées
- 2 patientes GRN + (étude prospective)
- 14 patients C90RF72 + (dont 2 patients autopsiés)
- 62 patients GRN - et C90RF72 -

Figure 31 : Sélection des patients analysés et résultats obtenus pour la recherche de
variants sur les genes GRN et COORF72

1.2.1 Variants pathogénes dans le géne GRN

Le premier variant pathogene a été mis en évidence dans I’exon 6 du géne GRN et consistait
en une duplication d’une paire de base (localisation génomique Chrl7 :2.44350545dup et
localisation au niveau de ’ADN codant : c.566dup), a ’origine d’un décalage du cadre de
lecture a partir du codon Lys190 de la protéine. Le nouveau cadre de lecture se terminait sur

un codon STOP 8 positions en aval - nomenclature au niveau protéique p.(Lys190Glufs*S) -.
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Figure 32 : Résultats Alamut et Seqscape pour une patiente présentant le premier
variant pathogéne GRN

Le deuxiéme variant pathogéne était localis¢ dans I’exon 5 du géne GRN et consistait
en une délétion de 2  paires de  bases  (localisation  génomique
Chrl7 :2.44350321 44350322del et localisation au niveau de I’ADN codant : c.443 444del).
Ce variant était donc a 1’origine d’un décalage du cadre de lecture a partir du codon Gly148
de la protéine. Le nouveau cadre de lecture se terminait lui aussi sur un codon STOP 11

positions en aval - nomenclature au niveau protéique p.(Gly148Valfs*11) -.

Délétion de 2 bases GG sur un alléle de
I’exon 5 = décalage du cadre de lecture
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Figure 33 : Résultats Alamut et Seqscape pour une patiente présentant le deuxieme
variant pathogéne GRN
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Il est intéressant de noter que ces 2 variants ne sont pas encore répertoriés dans la base
de données Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database. La
pathogénie de ces nouveaux variants, trés probable du fait de 1’apparition d’un codon STOP
quelques acides aminés en aval du variant et a 1’origine de la formation d’une protéine
progranuline prématurément tronquée, a ¢té¢ confirmée par le dosage de cette derniere (voir

partie 2.2.1 : La protéine progranuline : un bon marqueur diagnostique ?).

1.2.2 Grandes expansions (G4C2)n sur le géne C9ORF72

Quatorze patients (7 hommes et 7 femmes) présentaient un profil en dents de scie avec la
technique de la RP-PCR C9ORF72, ce profil étant synonyme de la présence d’une grande
expansion d’hexanucléotides (G4C,), sur ce géne. La technique de PCR C9ORF72 mettait en
évidence pour tous ces patients la présence d’un seul alléle : ce résultat était donc concordant
avec la RP-PCR C9ORF72 puisque la PCR classique n’est pas capable d’amplifier les all¢les
pathologiques porteurs de grandes expansions (G4C,),. Parmi ces 14 patients, la technique de
Southern Blot, la seule capable de quantifier la taille des expansions, a pu étre réalisée pour
10 patients. En effet, un patient présentait une quantit¢ d’ADN extrait trop faible pour la
réalisation de la technique du Southern Blot, ’ADN d’un deuxiéme patient avait été
précédemment extrait par technique automatisée a ’origine d’une qualité¢ et d’un volume
d’ADN insuffisants pour cette technique et 2 patients dont le Southern Blot reste en attente
car le diagnostic moléculaire est trés récent. Le Southern Blot a également été réalisé pour 59

patients dont le profil était négatif en RP-PCR (5 patients en attente).

Tous les patients positifs en RP-PCR qui ont pu étre analysés par la technique du
Southern Blot ont présenté un allele pathologique (la spécificité de la technique RP-PCR était
donc de 100% en comparaison de la technique de référence). Aucun profil négatif en RP-PCR
n’a présenté un allele pathologique de grande taille par la technique du Southern Blot
(sensibilité¢ de 100%). Ces résultats étaient donc excellents mais sont a relativiser vu le faible
nombre de patients positifs dans notre cohorte de patients. En effet, chez certains patients, la
présence de variants rares situés au niveau de la fixation de I’amorce P1 de la RP-PCR (en
amont des expansions) peut €tre a l’origine de résultats faussement négatifs par cette

technique (Cleary, Pal et al. 2016). Les auteurs préconisaient alors la réalisation d’une

72



deuxiéme RP-PCR (avec I’amorce P1 en aval des expansions) ou I’analyse par Southern Blot

des prélevements dont la PCR classique mettait en évidence un seul all¢le.

La taille des grandes expansions a pu étre déterminée en comparant les distances de
migration des alleles pathologiques a celles des marqueurs de poids moléculaire déposés lors
de chaque essai : I’expansion détectée la plus petite était de 4.6 kilobases, soit 766 répétitions
de I’hexanucléotide (G4C;),. L’expansion la plus grande mesurait 24 kilobases (4000
répétitions de 1’hexanucléotide). Enfin, la valeur médiane des expansions était de 17.7
kilobases (2950 répétitions). Ces résultats sont donc au-dela du seuil habituellement retenu de
30 répétitions de I’hexanucléotide (G4C,), et sont bien corrélés avec les données de la
littérature ou la taille des expansions est estimée entre plusieurs centaines et milliers de
répétitions (Woollacott and Mead 2014, Van Mossevelde, van der Zee et al. 2017). Parmi les
cas positifs, le Southern Blot a pu étre réalis€¢ pour 2 apparentées (une mére et sa fille) : elles
présentaient respectivement un allele pathologique de 16.3 kilobases (soit 2718
hexanucléotides) et de 17.4 kilobases (soit 2900 hexanucléotides). Malgré une incertitude
dans la mesure de la taille des bandes par la technique du Soutern Blot, ce phénomeéne
d’augmentation de la taille des alléles pathologiques au fil des générations avait déja été décrit
lors de I’analyse des familles atteintes de DLFT et porteuses d’expansions C9ORF72 (Van
Mossevelde, van der Zee et al. 2017), et pourrait participer au phénomene d’anticipation de la
maladie, a savoir une déclaration des symptomes de plus en plus précoce au fil des
générations (Gijselinck, Van Mossevelde et al. 2016). Ce mécanisme avait par ailleurs été
décrit dans d’autres pathologies neurodégénératives associées a des expansions de nucléotides
comme la maladie de Huntington (Ridley, Frith et al. 1988) ou les dystrophies myotoniques

(Meola and Cardani 2015) par exemple.

1.2.3 Distribution des alléles sains sur le géne C9ORF72

Sur la cohorte de 78 patients, 14 patients (18.0 %) portaient une grande expansion (G4C,), sur
le géne C9ORF72 et présentaient donc un seul allele sain. Les 64 patients non porteurs d’une
grande expansion présentaient 2 alléles sains : 49 patients (62.8 %) ¢étaient hétérozygotes et
15 patients (19.2 %) étaient homozygotes. Le nombre total d’alléles sains était par conséquent

de 142.
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Figure 34 : Distribution des alléles sains pour le géne C9ORF72

Le principal alléle sain observé était 1’allele a 2 répétitions de 1’hexanucléotide G4C,
(49 % de I’ensemble des alleles sains observés). Les autres alléles fréquemment observés
¢taient les alleles a 5 répétitions (13 %), 8 répétitions (8 %) et 11 répétitions (6 %). Cette
répartition multimodale, avec une forte prévalence de I’alléle sain a 2 répétitions, est
concordante avec les données de la littérature et est retrouvée pour les différentes ethnies

¢tudiées (Renton, Majounie et al. 2011, Kohli, John-Williams et al. 2013).

1.2.4 Fréquence des variants pathogénes pour les génes GRN et C9ORF72

Dans notre cohorte de 78 patients pour lesquels le diagnostic génétique de DLFT-TDP43 a été
réalisé, 2 patientes (2.6 %) ont présenté un variant pathogene sur le géne GRN et 14 patients
(17.9 %) présentaient une grande expansion pathologique sur le géne C9ORF72. La
prévalence des cas positifs observée dans notre étude pour le gene CIORF72 est concordante
avec celle obtenue dans la population francaise : une étude de Le Ber ef al. décrivait en 2013
une proportion de 18.1 % de patients porteurs d’une grande expansion sur ce géne parmi une
cohorte de 833 patients souffrant de DLFT (Le Ber, Camuzat et al. 2013). Dans cette méme
¢tude, la proportion de patients atteints d’une mutation sur le géne GRN était de 5.6 %. Une
¢tude antérieure de 2008 sur une cohorte de 502 patients avait retrouvé une fréquence de 4.8
% (Le Ber, Camuzat et al. 2008). La fréquence des mutations du géne GRN observée dans
notre cohorte (2.6 %) est donc inférieure a celles précédemment décrites. Cependant, cette
différence peut étre expliquée par un biais de sélection dans notre étude, ou les tubes de sang
pour la recherche génétique ont été prélevés sur des arguments cliniques, en paralléle des

marqueurs du LCS et d’autres examens paracliniques comme [’imagerie. Sept patients

74



présentaient finalement des marqueurs du LCS compatibles avec une maladie d’Alzheimer
biologique. On pourrait alors supposer que ces patients présentaient une variante
comportementale de la maladie d’ Alzheimer, dont la symptomatologie clinique est trés proche
de la variante comportementale des DLFT. L’inclusion de ces patients entrainait alors de fait

une sous-estimation des fréquences des mutations GRN et C9ORF72 dans notre cohorte.

2. Description de la cohorte de cas certains DLFT-TDP43

Les résultats précédemment obtenus dans le cadre du développement des outils de biologie
moléculaire pour les variants sur les génes C9ORF72 et GRN, associés aux 2 sélections
rétrospectives de patients porteurs d’une de ces mutations ou autopsiés avec présence
d’agrégats TDP43, nous permettent de constituer une cohorte de 26 patients dont le diagnostic
de DLFT-TDP43 est certain (génétique et/ou neuropathologique). La figure 35 récapitule les
effectifs et la provenance de cette cohorte de cas certains DLFT-TDP43 :

Sélection rétrospective Sélection rétrospective Etude prospective (n = 72)
AP-HP (n=8) neuropathologique (n = 6) Patients DLFT familiale ?
Patients déja génotypés Soins courant
2 DLFT Tau +
5 GRN + et 3 C90RF72 + 4 DLFT TDP43 + (dont 2 C90ORF72 +) 2 GRN + et 12 C90RF72 +

U 4

Analyses réalisées au laboratoire du CHU de Lyon (n = 78)

2 GRN + et 14 C90RF72 +
62 patients GRN - et C9ORF72 -

. 2

Cohorte certaine de DLFT-TDP43 n = 26

- 17 patients C9ORF72 +
- 7 patients GRN +
- 2 patients autopsiés (agrégats TDP43+) GRN - et C9ORF72 -

Figure 35 : Constitution de la cohorte de cas certains DLFT-TDP43
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Le tableau XV décrit les caractéristiques démographiques, les phénotypes cliniques observés

et la disponibilité des prélévements au laboratoire pour cette cohorte de cas certains DLFT-

TDP43.

Ne Identité Sexe | Age Phénotype Génétique Neuropathologie LCS Plasma
| DARBGiIl3148 H 70 DFT-SLA C90RF72 TDP43 + oul oul
2 GOUTNic1158 F 60 DFT-SLA C9ORF72 N.R oul oul
3 MAURLou2241 H 77 DFT C90RF72 N.R oul N.D
4 BLANIJeal043 F 75 DFT C90ORF72 N.R oul oul
5 BLANFlo0762 F 54 DFT-SLA C9ORF72 N.R N.D N.D
6 CHITAla0442 H 76 DFT C90ORF72 N.R oul oul
7 DOUCHub0637 H 81 DFT C90ORF72 N.R oul oul
8 GRILMar1234 F 84 DFT C9ORF72 N.R oul oul
9 WEBEJea2743 H 75 DFT C9ORF72 N.R oul N.D

10 GRATGhi1170 F 48 DFT C90RF72 N.R oul N.D

11 ROUDIJac1947 H 71 DFT C9ORF72 N.R oul oul

12 ROUSAIb2345 H 73 DFT C90ORF72 (AP-HP) N.R oul N.D

13 GRIEChr1554 H 64 DFT C90RF72 N.R oul N.D

14 REDJAnn2348 F 70 DFT C90RF72 N.R oul oul

15 VALLJeal261 H 57 DFT C90ORF72 (AP-HP) N.R oul N.D

16 TREBCla0748 F 70 DFT-SLA CY9ORF72 (AP-HP) N.R oul N.D

17 OBISFanl1143 F 75 DFT-SLA C9ORF72 TDP43 + oul N.D

18 CARDMan1641 H 77 DFT GRN (AP-HP) N.R oul N.D

19 HAMEXav3151 H 67 DFT GRN (AP-HP) N.R oul N.D

20 MAURIJac1647 F 77 DFT GRN (AP-HP) N.R oul N.D

21 PIANBru2364 H 54 DFT GRN (AP-HP) N.R oul N.D

22 FACHJos1448 F 70 DFT GRN (AP-HP) N.R oul N.D

23 CHLAIsa2655 F 63 DFT GRN N.R N.D oul

24 JANTMir0158 F 60 DFT GRN N.R oul oul

25 MOREN:Ic2254 F 64 DFT-SLA ni C9ORF72,ni GRN TDP43 + oul N.D

26 GARYMarl1948 F 70 DFT ni C9ORF72,ni GRN TDP43 + oul N.D

Tableau XV : Description de la cohorte des cas certains DLFT-TDP43 : données
démographiques, cliniques et disponibilité des prélévements biologiques

DFT : variant comportemental ; DFT-SLA : variant comportemental et sclérose latérale
amyotrophique ; AP-HP : diagnostic moléculaire réalisé précédemment par le laboratoire de
Neurogénétique Moléculaire de la Pitié-Salpétriere ; N.R : non réalisé ; N.D : non disponible
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3. Le dosage des protéines progranuline et C9orf72 : un outil de
screening performant ?

Les variants pathogeénes observés sur le géne GRN sont principalement des mutations de type
non-sens et des micro-insertions ou délétions a 1’origine d’un décalage du cadre de lecture,
dont le point commun est la formation prématurée d’un codon Stop. Ce mécanisme, appelé
haplo-insuffisance, est a 1’origine d’une diminution de la concentration en protéine
progranuline mesurée dans différentes matrices biologiques. Le dosage de la progranuline est
donc proposé comme biomarqueur pour un screening a large échelle des porteurs de
mutations sur le géne GRN, qu’ils soient symptomatiques ou non (Finch, Baker et al. 2009,
Ghidoni, Paterlini et al. 2012, Galimberti, Fumagalli et al. 2018). Ce mécanisme est cependant
toujours débattu pour expliquer la pathogénie des grandes expansions sur le géne C9ORF72
(Gendron and Petrucelli 2018). Nous nous sommes donc intéressés au dosage de ces deux
protéines dans le plasma et/ou le liquide cérébrospinal, comme marqueurs de la présence de

mutations sur les génes GRN et C9ORF72.

3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Préléevements

Parmi les 72 patients suspects de DLFT familiale provenant de la cohorte précédemment
décrite (voir partie 1.1.1), nous disposions de 51 prélévements de plasma et de 36
prélévements de LCS. Le plasma provenait des tubes EDTA réceptionnés dans le cadre de
I’analyse génétique, préparé et conservé d’aprés le protocole de préparation des matrices
biologiques issues du sang total présenté en annexe 3 de ce manuscrit. Si une analyse des
marqueurs du LCS avait été prescrite, le prélevement réalisé dans un tube en polypropylene
Sarstedt® (référence 62 610201) était centrifugé, aliquoté et conservé a -80°C jusqu’au
moment des analyses pour les marqueurs de routine ou complémentaires dans le cadre de
cette ¢tude d’apres les protocoles de prélévement, d’envoi et de réception des échantillons
habituellement préconisés par le laboratoire. Tous les prélévements de plasma et de LCS
obtenus grace a la cohorte prospective n’ont pas forcément été utilisés pour 1’étude des

marqueurs protéiques progranuline et C9orf72.

77



- Prélévements sélectionnés pour le dosage de la progranuline dans le plasma

Vingt-sept prélévements plasmatiques provenant de la cohorte prospective ont été analysés : 2
patientes avec une mutation non-sens GRN (voir partie 1.2.1) ; 3 patients avec une grande
expansion C9ORF72 et 22 patients dont le diagnostic moléculaire pour les génes GRN et
CI9ORF72 était négatif.

- Prélévements sélectionnés pour le dosage de la progranuline dans le LCS

Vingt-six prélevements de LCS ont été analysés : les 5 patients porteurs d’ une mutation sur le
gene GRN préalablement diagnostiqués a I’AP-HP pour lesquels nous disposions de
prélevements de LCS, 8 prélévements de patients porteurs d’une grande expansion C9ORF72
et 14 prélevements de patients souffrant d’une maladie d’Alzheimer probable (nous
disposions dans la cohorte prospective de 7 prélevements de LCS de patients compatibles
avec une maladie d’Alzheimer biologique ; nous avons donc complété ce groupe de patients

par 7 prélévements avec un diagnostic clinique et biologique de maladie d’ Alzheimer).

- Prélévements sélectionnés pour le dosage de la protéine C9orf72 dans le plasma

Trente-trois prélevements plasmatiques issus de la cohorte prospective ont été analysés : 7
patients étaient porteurs d’une grande expansions (G4C,), sur le gene C9ORF72 et les 26

patients restants étaient négatifs pour ce diagnostic moléculaire.

3.1.2 Dosage de la protéine progranuline

Les dosages de la progranuline ont été réalisés par technique ELISA avec le kit spécifique
Progranulin human (Adipogen®) sur 1’automate DS2 (Dynex Technologies®), selon les
instructions du fournisseur. Brievement, les échantillons de LCS et de plasma étaient dilués
respectivement au 1/5°™ et 1/200°™ dans du tampon ELISA 1X selon les recommandations

du kit. Huit standards (de 0 a 4 ng/mL) étaient préparés par des dilutions en cascade a partir
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d’une solution mere de progranuline fournie dans le kit. Les standards, contrdles et patients
(100 pL/puits) étaient déposés dans la plaque ELISA sur laquelle un anticorps polyclonal
anti-progranuline était coaté. Apres 1 heure d’incubation a 37°C, 3 cycles de lavage étaient
effectués avec 300 uL/puits de tampon de lavage 1X. L’anticorps de détection était ensuite
déposé (100 pL/puits). A la suite d’une nouvelle incubation d’1 heure a 37°C, la plaque était
une nouvelle fois lavée (3 cycles de lavage). Cent microlitres de Streptavidine HRP étaient
ajoutés dans chaque puits et la plaque était incubée pendant 1 heure a 37°C. Cinq cycles de
lavage étaient effectués. Finalement, 100 pL. de TMB étaient ajoutés dans chaque puits. Apres
10 minutes d’incubation a température ambiante et dans le noir, 100 pL de solution Stop
¢taient ajoutés. La lecture des absorbances était effectuée a 450 nm. Les concentrations des
contrdles et des échantillons étaient déterminées en regard de la gamme d’étalonnage obtenue
grace aux 8 standards (étalonnage quadratique). Les données de répétabilité (variabilité intra-
essai) et de fidélité intermédiaire (variabilité inter-essai) étaient proches de 10 %, donc

conformes pour un dosage par technique ELISA.

3.1.3 Dosage de la protéine C9orf72

Les dosages ont été effectués manuellement a I’aide du kit de dosage ELISA Human C9orf72
(Cusabio®) selon les instructions du fournisseur. Huit standards (de 0 a 2000 pg/mL) étaient
préparés a partir d’une solution mere de standard contenue dans le kit par des dilutions en
cascade. Les échantillons de standards et de patients (100 pL/puits) étaient déposés dans la
plaque ELISA sur laquelle un anticorps anti-C9orf72 était coaté. Apres 2 heures d’incubation
a 37°C, les prélevements étaient ¢liminés et 100 pL/puits d’anticorps biotinylé étaient
déposés, sans aucun lavage. A la suite d’une nouvelle incubation d’1 heure a 37°C, la plaque
¢tait une lavée (3 cycles de lavage avec 200 pL de solution de lavage par puits pendant 2
minutes). Cent microlitres d’avidine-HRP étaient ajoutés dans chaque puits et la plaque était
incubée pendant 1 heure a 37°C. Cinq cycles de lavage étaient encore effectués. Finalement,
90 uL de TMB étaient ajoutés dans chaque puits. Aprés 30 minutes d’incubation a 37°C et
dans le noir, 50 pL de solution Stop étaient ajoutés. La lecture des absorbances était effectuée
a 450 nm (longueur d’onde principale) et a 540 nm (longueur d’onde de correction). Les
concentrations des échantillons étaient déterminées en regard de la gamme d’étalonnage
obtenue grace aux 8 standards (étalonnage avec un modele logistique a 4 paramétres). Des

essais préliminaires ont été réalisés pour tester les matrices plasma et LCS. Les échantillons
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plasmatiques présentaient des densités optiques quantifiables ou au-dela du premier point
d’étalonnage : il a donc été décidé de diluer tous les échantillons plasmatiques au 1/10°™ pour
la quantification de la protéine C9orf72. Les échantillons de LCS présentaient une absorbance
identique au blanc de la réaction : ils ne pouvaient pas étre utilisés dans cet essai. Les données
de répétabilit¢ pour le plasma (variabilité intra-essai) étaient inférieures a 10 %, donc

conformes a nos exigences.

3.1.4 Traitement statistique des données

Les données des différents essais ELISA ont ét¢ analysées avec le logiciel statistique
MedCalc® version 15.11.4. La médiane, la concentration minimale et la concentration
maximale ont été déterminées pour les différentes populations constituées. Les tests de Mann-
Whitney (2 populations) ou de Kruskal-Wallis (3 populations ou plus) ont été effectués afin
de déterminer des différences significatives entre les différentes populations (au seuil de 5%).
L’étude des performances diagnostiques a été réalisée grace a la détermination des courbes
ROC (Receiving Operator Characteristic) pour chacun des marqueurs. Les cut-offs ont alors

été déterminés grace a I’index de Youden : Y = Sensibilité + Spécificité - 1.

3.2 Résultats des dosages protéiques et discussion

3.2.1 La protéine progranuline : un bon marqueur diagnostique ?

La figure 36 décrit les performances diagnostiques obtenues pour la progranuline

plasmatique :
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Figure 36 : Performances diagnostiques de la progranuline plasmatique
A. Distribution de la progranuline dans les cohortes C9ORF72 +, GRN + et diagnostic

moléculaire négatif ; B. courbe ROC pour la progranuline plasmatique

La figure 37 détaille les performances diagnostiques obtenues pour la progranuline dans le

LCS:
A Progranuline dans le LCS B Concentration (ng/mL)
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Figure 37 : Performances diagnostiques de la progranuline dans le LCS
A. Distribution de la progranuline dans les cohortes C9ORF72 +, GRN + et Alzheimer

probable ; B. courbe ROC pour la progranuline dans le LCS

Concentrations Progranuline plasmatique Progranuline dans le LCS
(ng/mL) GRN+(n=2) | GRN-(n=25 | GRN+ (@n=5) | GRN-(n=22)
Valeur minimale 28 67 1.0 2.3
Valeur médiane 32 110 14 3.2
Valeur maximale 35 274 1.5 5.3

Tableau XVI : Concentrations obtenues en progranuline dans le plasma et le LCS
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Des différences significatives €tait observées entre les populations GRN + et les autres
populations étudi¢es dans le plasma (p-value = 0.02) et dans le LCS (p-value = 0.0006). Les
performances diagnostiques du dosage de la progranuline étaient excellentes dans le plasma et
dans le LCS, avec des AUC a 1 pour les deux matrices. Une étude comportant de trés grandes
cohortes, a savoir 75 patients présentant une mutation sur le gene GRN et 944 contrdles ou
patients déments non porteurs d’une mutation GRN, avait présenté une sensibilité et une
spécificité de 95.8 % et 99.6 % respectivement pour la progranuline plasmatique. Le cut-off
déterminé dans cette étude était de 62 ng/mL avec le méme kit de dosage Adipogen®™. Par
ailleurs, cette valeur permettait de déterminer les porteurs d’une mutation GRN, qu’ils soient
symptomatiques ou non (Ghidoni, Stoppani et al. 2012). Ce cut-off plasmatique est
concordant avec nos données (malgré un trés faible nombre de patients porteurs d’une
mutation GRN), puisque la valeur minimale observée pour nos contrdles était de 67 ng/mL.
La diminution des concentrations en protéine progranuline chez les patients porteurs de
mutations était de 71 % dans le plasma et de 56 % dans le LCS par rapport aux populations
controles (comparaison des valeurs médianes) : ces résultats sont une nouvelle fois en accord
avec les données de la littérature (Ghidoni, Benussi et al. 2008, Meeter, Patzke et al. 2016).
Enfin, les patients porteurs d’une grande expansion sur le géne C9ORF72 présentaient des
concentrations en progranuline identiques a celles des patients sans mutation génétique pour
le plasma et a celles des patients avec un diagnostic d’Alzheimer pour le LCS. Ces résultats
avaient également été décrits pour une cohorte comprenant 7 patients porteurs d’une
expansion sur le géne CIORF72 en comparaison de 62 patients non porteurs de la mutation

(Dols-Icardo, Suarez-Calvet et al. 2012).

3.2.2 La protéine C9orf72 : un bon marqueur diagnostique ?

La figure 38 présente les performances diagnostiques de la protéine C9orf72 dans le plasma :
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Figure 38 : Performances diagnostiques de la protéine C9orf72 plasmatique
A. Distribution de la protéine C9orf72 dans les cohortes C9ORF72 + et C9ORF72 -

B. courbe ROC pour la protéine C9orf72 dans le plasma

Concentrations Protéine C9orf72 plasmatique
(pg/mL) C9ORF72+ (n=17) C9ORF72 - (n=26)
Valeur minimale 283 119
Valeur médiane 781 876
Valeur maximale 3277 4490

Tableau XVII : Concentrations obtenues pour la protéine C9orf72 dans le plasma

Aucune différence statistique n’a pu étre observée entre les cohortes de patients
porteurs et non porteurs d’une grande expansion (G4C,), sur le géne C9ORF72 (p-value =
0.69). Ces résultats permettent tout d’abord d’apporter un élément contre 1’hypothese d’haplo-
insuffisance comme étant le mécanisme pathogénique principal de la présence des expansions
CY90ORF72. Cependant, la protéine C9orf72 était mesurée dans cette étude dans un
compartiment « périphérique ». Certaines €études avaient mis en évidence une diminution des
transcrits d’ARN CY9ORF72 dans le cortex frontal des patients atteints d’une grande
expansion, sans pour autant confirmer cette diminution d’ARN sur le plan protéique (Belzil,
Bauer et al. 2013, Waite, Baumer et al. 2014). L’¢tude parallele du niveau d’expression des
transcrits d’ARN et de la concentration en protéine C9orf72 dans des prélevements cérébraux
dont le diagnostic moléculaire est déterminé permettrait de renforcer ou tempérer nos
hypothéses physiopathologiques. Par ailleurs, I’absence de différence dans les concentrations
entre patients porteurs et non-porteurs d’une grande expansion sur le géne C9orf72 ne permet
pas de proposer ce dosage protéique dans un cadre clinique avec ce kit ELISA comme un

marqueur permettant d’orienter le diagnostic moléculaire des patients (AUC a 0.534).
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Ce travail sur 1’é¢tude des concentrations de la protéine C9orf72 mesurée chez des
patients porteurs ou non-porteurs d’une expansion (G4C,), sur le gene C9ORF72 a fait I’objet
d’une publication internationale, présentée a la fin de ce document (Fourier, Formaglio et al.

2018).

Néanmoins, différents isoformes de la protéine C9orf72 existent (pour rappel, figure
25). Des essais de Western Blot automatisé (technologie Simple Western, détaillée dans la
Partie Il de ce travail) ont été réalisés sur ces mémes échantillons plasmatiques avec
I’anticorps de détection contenu dans le kit ELISA et avaient mis en évidence une bande a 54
kDa, pouvant correspondre a la forme longue de la protéine. L’isoforme de 24 kDa (forme
courte de la protéine) n’avait pas été détectée. Deux raisons potentielles pourraient expliquer
I’absence de cette protéine dans ces essais: la technique n’était pas assez sensible ou
I’anticorps de détection ne permettait pas de mettre en évidence 1’isoforme courte (épitope de
I’anticorps en aval de la protéine). Il semblerait donc intéressant de pouvoir compléter cette
¢tude quantitative par une détection spécifique de chaque isoforme de la protéine C9orf72 sur

les échantillons plasmatiques pour confirmer nos résultats préliminaires.
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PARTIE II : VARIATIONS QUANTITATIVES DES
BIOMARQUEURS DU LCS DANS LA COHORTE DE
CAS CERTAINS DE DLFT-TDP43
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L’objectif principal de cette seconde partie du travail de thése était de déterminer les
concentrations de différents marqueurs du LCS au sein de notre cohorte de cas certains de
DLFT-TDP43 (tableau XV) et de comparer ces résultats a d’autres cohortes de patients

homogenes sur le plan clinique et/ou protéique.

Différents marqueurs protéiques du LCS ont été étudiés dans cette seconde partie du
travail. Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux marqueurs biologiques de la maladie
d’Alzheimer, a savoir la protéine Tau totale, sa forme phosphorylée en position 181 et le
peptide amyloide B 1-42 (McKhann, Knopman et al. 2011, Olsson, Lautner et al. 2016). Ces
marqueurs sont prescrits dans le diagnostic étiologique et/ou différentiel des TNC de

présentation atypique (Mouton-Liger, Wallon et al. 2014, Troussiere, Wallon et al. 2014).

Dans un second temps, nous avons étudié¢ les concentrations des chaines légeres des
neurofilaments (NFI) dans le LCS des patients. Les neurofilaments représentent le composant
protéique du cytosquelette axonal le plus important sur le plan quantitatif. Les neurofilaments
sont des hétéropolymeéres constitués d’une chaine légere (NfL), d’une chaine moyenne (NfM)
et d’une chaine lourde (NfH) et sont spécifiques du systéme nerveux central (Petzold 2005).
Lors d’une dégénérescence axonale, qu’elle qu’en soit la cause, ces chaines de neurofilaments
se retrouvent en concentration augmentée dans le LCS et peuvent également étre détectées
dans le sang circulant (Zetterberg 2016). De bonnes performances analytiques sont obtenues
pour les kits de dosages proposés (Oeckl, Jardel et al. 2016) et il existe de trés bonnes
corrélations de ce marqueur entre LCS et plasma/sérum dans des modeles animaux (Soylu-
Kucharz, Sandelius et al. 2017) ou chez des patients (Novakova, Zetterberg et al. 2017). Ces
raisons permettent d’expliquer notamment le nombre croissant d’études évaluant les

performances diagnostiques et/ou pronostiques de ce marqueur.

Le dernier biomarqueur étudié était la protéine TDP43 totale. Depuis la découverte de
la protéine TDP43 comme étant le principal constituant des inclusions ubiquitine-positives
dans le cerveau des patients atteints de DLFT (Neumann, Sampathu et al. 2006), différentes
équipes ont évalué¢ si le dosage de cette protéine pouvait étre un marqueur dans ces
pathologies. Le LCS a notamment été étudié car cette matrice biologique, au contact du

cerveau et de la moelle épiniére, pourrait refléter des changements moléculaires intervenant
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avant méme une souffrance neuronale chez les patients a risque (Turner, Kiernan et al. 2009).
Par ailleurs, il apparaitrait concevable que les concentrations de protéine TDP43 dans le LCS
soient corrélées a I’apparition d’inclusions de cette derniére dans le systéme nerveux central

(Geser, Prvulovic et al. 2011).

1. Matériels et méthodes

1.1 Constitution de la cohorte de patients étudiés

L’analyse des différents marqueurs biologiques précédemment cités dans le LCS a été réalisée
sur une cohorte totale de 104 patients, divisée en 4 sous-groupes différant par le phénotype
clinique observé. Pour I’ensemble des patients sélectionnés, un consentement d’utilisation des
prélevements restants a des fins de recherche était disponible. La démographie, les
phénotypes cliniques et les résultats biologique sont présentés en annexe 4 de ce document

pour I’ensemble de la cohorte.

Le premier sous-groupe était composé des 24 patients dont le diagnostic de DLFT-
TDP43 était certain et pour lesquels des prélévements de LCS étaient disponibles (exclusion
des patients N° 5 et 23 du tableau XV). Ces patients présentaient soit un variant
comportemental de DLFT (n = 19), soit un variant comportemental associ¢ a une SLA (n =5)
(Rascovsky, Hodges et al. 2011). Le deuxiéme sous-groupe était composé de 41 patients dont
la présence d’agrégats cérébraux de protéine TDP43 était probable. Cliniquement, 30 patients
présentaient un phénotype clinique de SLA (Brooks 1994) et 11 patients présentaient un
variant sémantique avec un profil biologique non compatible avec une maladie d’Alzheimer
(Gorno-Tempini, Hillis et al. 2011). Ces deux phénotypes cliniques sont en effet fréquemment
associés a une pathologie TDP43, avec une fréquence supérieure a 95% dans le cas des SLA
notamment (Xu and Yang 2014, Landin-Romero, Tan et al. 2016). Le troisi¢éme sous-groupe
¢tait constituée de 19 patients avec présence certaine ou probable d’agrégats de protéine Tau
et constituait donc une cohorte de patients atteints de TNC mais avec examen cérébral TDP43
négatif (de maniere probable ou certaine). Au sein de cette cohorte, 2 patientes avaient un

diagnostic certain de DLFT-Tau et présentaient cliniquement un variant comportemental pour
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la premicre patiente et une PSP pour la deuxieme. Les 17 patients restants présentaient un
diagnostic probable de PSP (Litvan, Agid et al. 1996), avec pour conséquence la présence
probable d’agrégats cérébraux de protéine Tau (Armstrong and Cairns 2013). Finalement, le
quatrieme sous-groupe €tait constitué¢ de 20 patients présentant un diagnostic de pathologie
psychiatrique et constituait donc une cohorte « non-TNC ». Treize patients présentaient une
dépression majeure, cinq patients présentaient des troubles bipolaires et deux patients

présentaient des troubles anxieux (American Psychiatric Association 2013).

Le premier sous-groupe de 24 patients DLFT-TD43 certaine a été compos¢ de maniere
prospective (voir page 61). Les patients présentant un phénotype de variant sémantique, de
PSP ou de pathologie psychiatrique ont été prélevés dans le cadre d’un diagnostic de soins
courants. Pour ces patients, I’analyse des biomarqueurs du LCS de la maladie d’Alzheimer
avait été réalisée en routine au laboratoire. Les échantillons pour ces patients ont été
sélectionnés de maniere rétrospective suite au diagnostic retenu a I’issue des réunions de
concertation pluridisciplinaire. Finalement, les 30 patients atteints de SLA avaient été
prélevés dans le cadre du soin courant. Les échantillons de LCS ont été conservés a des fins

de recherche pour des analyses complémentaires avec accord du Comité d’Ethique des

Hospices Civils de Lyon.
Cohorte totale (n = 104 patients)
Sous groupe 4 Sous-groupe 1
Zero DLFT-TDP43

protéinopathie
13 dépressions
5 troublesbipolaires

certaine

18 variants comporten erntaux
5 comportementaux + SLA

2 troublesarxieux 20
Sous groupe 3

DLFT-Tau \

probable .

17 psp a Sous groupe 2
DLFT-TDP43
Sous-groupe 3 probable
DLFT-Tau certaine 30 SLA

2 autopsiesTau 11 variants sémantiques

Figure 39 : Cohorte de patients pour I’étude des biomarqueurs du LCS
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1.2 Réalisation des dosages

Les dosages des marqueurs du LCS ont tous été réalisés par technique ELISA a 1’aide de
différents kits commercialisés selon les recommandations des fournisseurs, au laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire Grand Est des Hospices Civils de Lyon. Tous les
prélévements analysés avaient été recueillis selon une procédure standardisée, aliquotés et
conservés a -80°C avant analyse (Vanderstichele, Bibl et al. 2012). Les marqueurs Alzheimer
ont été mesurés grace aux kits de dosages Innotest” htau-Ag, Innotest” phospho-Tau (181P)
et Innotest” B-amyloid 1-42 (Fujirebio”™). Le dosage des chaines légéres des neurofilaments
(NfL) a été réalisé a I’aide du kit NF-light (UmanDiagnostics”). Enfin, le dosage de la
protéine TDP43 totale a été réalisé grace au kit Human TAR DNA-binding protein 43
(Cusabio®).

1.3 Analyses statistiques

Les données statistiques ont été analysées a I’aide du logiciel MedCalc®, version 15.11.4. La
description statistique de chaque marqueur comprenait le nombre de patients étudiés, la
médiane de la distribution du marqueur, les valeurs minimales et maximales, ainsi que les
25 ot 75" percentiles pour chacun des sous-groupes. Les comparaisons des variables
qualitatives dans I’ensemble des différents sous-groupes (sex-ratio) ont été réalisées a 1’aide
du test du Chi-deux. Les comparaisons des variables quantitatives (age, résultats des
marqueurs) ont été réalisées a 1’aide du test de Kruskal-Wallis (avec un seuil de significativité
choisi a p = 0.01), avec des tests post-hoc incluant une correction du seuil en cas de positivité
(nouveau seuil p = 0.01). Les différences entre les sous-groupes étaient alors représentées a
I’aide de graphiques de comparaisons multiples. Finalement, les différences entre 2 sous-
groupes spécifiques ont été réalisées avec le test de Mann-Whitney (seuil de significativité p =
0.05). Les performances diagnostiques des marqueurs ont été¢ étudiées a ’aide de courbes
ROC (Receiver Operating Characteristics) et les sensibilités (Se) et spécificités (Sp)

associées ont été déterminées grace a I’index de Youden (Y = Se + Sp -1).
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2. Résultats et discussion

Les résultats des dosages quantitatifs sont détaillés pour [’ensemble des sous-groupes

constitués dans ’annexe 4 de ce manuscrit. Il n’y avait aucune différence significative entre

I’age des patients (p = 0.03) ou entre les distributions hommes/femmes (p = 0.31) au sein des

4 cohortes.

2.1 Les marqueurs de la maladie d’Alzheimer isolés

Le tableau XVIII détaille les concentrations obtenues pour les marqueurs Tau totale (tTau),

Tau phosphorylée en position 181 (pTau) et le peptide amyloide B 1-42 (AP 1-42) :

Patients DLFT-TDP43 | DLFT-TDP43
C L. DLFT-Tau .
psychiatriques certain probable
Tau totale - tTau (ng/L)
n= 20 19 24 41
Minimum 64 84 173 158
25" percentile 150 169 261 216
‘Médiane 204 229 340 259
75" percentile 249 318 449 323
Maximum 294 465 781 491
Test de Kruskal-Wallis Significatif (p = 0.000055)
Tau phosphorylée en position 181 - pTau (ng/L)
n= 20 19 24 41
Minimum 20 14 29 26
25" percentile 32 32 35 35
‘Médiane 38 40 40 38
75" percentile 46 52 50 47
Maximum 49 71 67 65
Test de Kruskal-Wallis Non significatif (p = 0.534673)
Peptide amyloide  1-42 - Ap 1-42 (ng/L)
n= 20 19 24 11
Minimum 434 124 366 428
25 percentile 788 569 748 860
‘M¢diane 1010 908 988 1119
75" percentile 1158 1156 1118 1236
Maximum 1357 2058 1412 1270

Test de Kruskal-Wallis

Non significatif (p = 0.582115)

Tableau XVIII : Concentrations obtenues pour les marqueurs tTau, pTau et Ap 1-42
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La figure 40 présente la distribution du marqueur Tau totale au sein des 4 sous-groupes, ainsi

que les différences statistiquement significatives mises en évidence entre ces derniers.
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Figure 40 : Distribution de la protéine Tau totale (tTau) dans les 4 sous-groupes
constitués (*** : p <0.01)

La concentration de la protéine Tau totale observée dans les sous-groupes de patients
avec un diagnostic de DLFT-TDP43 certain ou probable était significativement différente de
la concentration observée dans la population psychiatrique. Par ailleurs, I’augmentation de la
protéine Tau totale dans le sous-groupe DLFT-TDP43 certaine était supérieure a celle

observée pour les prélevements des patients DLFT-Tau.

Ces résultats sont comparés a ceux obtenus dans la littérature. Les études de Borroni et
al. (Borroni, Benussi et al. 2015) et Goossens et al. (Goossens, Bjerke et al. 2018) ont décrit
les résultats obtenus pour les marqueurs de la maladie d’Alzheimer dans des cohortes de
patients DLFT, selon une constitution des cohortes similaire a celle que nous avons appliquée.
Par ailleurs, ces 2 études ont utilisé des kits de dosages de ces marqueurs identiques aux
notres, permettant une comparaison directe des résultats observés. L’étude de Borroni ef al. a
montré une augmentation significative de la protéine Tau totale dans une cohorte de patients
DLFT-TDP43 avec un diagnostic moléculaire certain (concentration médiane de 363 ng/L)
par rapport a une cohorte de patients DLFT-Tau (diagnostic certain ou probable) et a une

cohorte de contrdles (médianes respectives a 243 et 222 ng/L). La protéine Tau phosphorylée
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et le peptide amyloide B 1-42 n’étaient pas significativement différents entre ces cohortes.
L’étude de Goossens et al. incluait des patients avec un diagnostic certain de DLFT apres
examen neuropathologique. La concentration médiane en Tau dans la population TDP43
certaine était de 330 ng/L (donc comparable a notre concentration médiane) mais ne
déterminait pas de différence par rapport a la population DLFT-Tau (médiane a 331 ng/L).
Cette étude montrait par ailleurs une augmentation de la protéine Tau totale significativement
supérieure dans la cohorte GRN + (n = 9) par rapport a la cohorte COORF72 + (n = 19). Nous
observons la méme tendance pour nos patients diagnostiqués sur le plan moléculaire malgré
une absence de significativité statistique (p = 0.07), probablement explicable par des effectifs

plus faibles dans notre étude (6 patients GRN + et 16 patients C9ORF72 +).

L’étude de Vijverberg et al. s’intéressait plus particuliérement aux biomarqueurs du
LCS permettant de distinguer une population de patients DLFT probable ou certaine (n = 22)
d’une population de patients atteints de pathologies psychiatriques (n = 25). Cette étude
montrait également une augmentation significative de la protéine Tau totale dans la premiére
population (p = 0.02), et une absence de différence significative entre les 2 populations avec
les marqueurs pTau et AP 1-42 (respectivement p = 0.24 et p = 0.29) (Vijverberg, Dols et al.
2017). Dans une étude réalisée en 2016 sur une population de patients avec un diagnostic de
pathologie psychiatrique (n = 69), Paquet et al. avaient mis en évidence une proportion de
69.6 % de patients psychiatriques présentant un bilan des marqueurs Alzheimer normal ou
intermédiaire (Paquet, Magnin et al. 2016). Dans notre cohorte, 80% des patients avec un
diagnostic psychiatrique (n = 20) présentaient un bilan normal ou intermédiaire avec une

diminution isolée du peptide AP 1-42 <700 ng/L).

2.2 Les marqueurs de la maladie d’Alzheimer en combinaison

Les performances diagnostiques des marqueurs Alzheimer ont également été analysées en
les combinant 2 a 2, puis comparées aux données de la littérature. La premicre combinaison
étudiée est le ratio tTau / AP 1-42 : ce ratio avait été particulierement étudi¢ dans le diagnostic
différentiel entre maladie d’Alzheimer et DLFT (Irwin, Trojanowski et al. 2013). En effet, les
bonnes performances diagnostiques de ce ratio résidaient dans 1’observation fréquente d’une

augmentation (modérée) de la protéine Tau associée a une diminution du peptide amyloide [

92



1-42 dans la maladie d’Alzheimer (Blennow 2004). La seconde combinaison de marqueurs

analysée était le ratio pTau / tTau. Le tableau XIX décrit les valeurs obtenues pour ces deux

combinaisons au sein des 4 sous-groupes.

Patients DLFT-TDP43 | DLFT-TDP43
c L DLFT-Tau .
psychiatriques certain probable
Ratio tTau / A 1-42
n= 20 19 24 11
Minimum 0.101 0.146 0.189 0.141
25" percentile 0.149 0.196 0.278 0.187
Médiane 0.195 0.287 0.361 0.221
75" percentile 0.257 0.367 0.482 0.289
Maximum 0.641 0.677 1.030 0.586
Test de Kruskal-Wallis Significatif (p = 0.000248)
Ratio pTau / tTau
n= 20 19 24 41
Minimum 0.148 0.104 0.0451 0.0725
25 percentile 0.167 0.153 0.0924 0.134
‘Médiane 0.193 0.167 0.131 0.147
75°™ percentile 0.217 0.179 0.159 0.166
Maximum 0.313 0.221 0.185 0.218

Test de Kruskal-Wallis

Significatif (p <0.000001)

Tableau XIX : Résultats obtenus pour les combinaisons de marqueurs Alzheimer

L’utilisation des combinaisons de marqueurs tTau / AP 1-42 ainsi que pTau / tTau

permettait de mettre en évidence des différences significatives entre sous-groupes.
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Figure 41 : Distribution du ratio tTau/ Ap 1-42 (a gauche) et du ratio pTau / tTau (a

droite) dans les 4 sous-groupes constitués (*** : p <0.01)
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Le ratio tTau / AP 1-42 discriminait le sous-groupe DLFT-TDP43 certaine du sous-
groupe psychiatrique (non-TNC). Ce ratio ne discriminait pas le sous-groupe DLFT-TDP43
probable de la cohorte psychiatrique, contrairement au marqueur isolé Tau totale. De la méme
maniere, les patients avec un diagnostic de DLFT-TDP43 certaine n’étaient plus discriminés
de la cohorte DLFT-Tau (figure 41). De manicre surprenante, il existait une différence
statistiquement significative entre les sous-groupes de DLFT-TDP43 certaine et probable. Ce
résultat peut étre expliqué en partie par le fait que les dosages du peptide amyloide Ap 1-42
n’ont été réalisés que pour les patients présentant un variant sémantique dans la cohorte
DLFT-TDP43 probable (n =11), constituant un biais dans 1’étude de ce ratio. De plus, ces
patients ont été sélectionnés dans notre cohorte car ils présentaient un bilan biologique négatif
pour les marqueurs Alzheimer, autrement dit une concentration normale en peptide amyloide
AP 1-42 potentiellement a 1’origine d’une diminution artéfactuelle du ratio tTau / Ap 1-42. En
2002, dans I’¢tude de Riemenschneider ef al., le ratio tTau / AP 1-42 présentait une sensibilité
de 90 % et une spécificité de 77 % pour discriminer 34 patients atteints de variant
comportemental de 40 patients controles souffrant de lombalgie (Riemenschneider,
Wagenpfeil et al. 2002). Dans notre étude, les performances diagnostiques de ce ratio
discriminaient la population DLFT-TDP43 certaine des patients psychiatriques avec une
sensibilité de 75 % et une spécificité¢ de 90 %. Cette comparaison suppose néanmoins que les
patients atteints de pathologie psychiatrique présentent des concentrations de marqueurs

équivalentes a celles de la population controle de Riemenschneider et al. (lombalgie).

Le ratio pTau/ tTau permettait une discrimination statistiquement significative du
sous-groupe non-TNC (population psychiatrique) par rapport aux 3 sous-groupes de patients
atteints de DLFT, tous phénotypes cliniques et/ou protéinopathies théoriques confondus. Par
ailleurs, ce ratio permettait également de distinguer le sous-groupe de patients DLFT-TDP43
certaine de la cohorte DLFT-Tau (figure 41). Ces résultats avaient ét¢ mis en €vidence dans
I’é¢tude de Hu ef al. en 2013. Malgré une technologie différente de celle que nous avons
employée pour le dosage des marqueurs, cette étude montrait une diminution du ratio pTau /
tTau dans la cohorte DLFT-TDP43 (n = 33) supérieure a celle des cohortes DLFT-Tau (n =
20) et des contrdles sains (n = 13) (Hu, Watts et al. 2013). Dans ’étude de Borroni ef al.
décrite précédemment, un cut-off déterminé a 0.136, en utilisant les mémes kits réactifs que
dans notre étude, permettait de discriminer la cohorte DLFT-TDP43 de la cohorte DLFT-Tau

avec une sensibilité et une spécificité de 63.6 % et 83.3 % respectivement (Borroni, Benussi
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et al. 2015). Nos résultats sont similaires a ceux de cette étude : un cut-off déterminé a 0.134
permettait de discriminer le sous-groupe DLFT-TDP43 certaine du sous-groupe DLFT-Tau
avec une sensibilit¢ et une spécificité de 58.3 % et 94.7 % respectivement. L’étude de
Goossens et al. montrait par ailleurs une diminution significativement supérieure du ratio
pTau/ tTau dans la cohorte GRN + en comparaison de la cohorte C9ORF72 + (Goossens,
Bjerke et al. 2018). Cette différence était aussi observée dans nos populations de patients avec
un diagnostic moléculaire confirmé (p = 0.03). Finalement, I’étude de Vijverberg et al.
proposait un seuil du ratio pTau / tTau a 0.15 pour discriminer les patients DLFT des patients
psychiatriques avec une sensibilité et une spécificit¢ de 91 % et 72 % respectivement
(Vijverberg, Dols et al. 2017). Dans notre étude, la sensibilité et la spécificité du ratio pTau /
tTau étaient respectivement de 67.9 % et de 90 % (avec un seuil déterminé a 0.161) pour
discriminer I’ensemble des patients DLFT (TDP43 certaine, TDP43 probable et Tau) des

patients psychiatriques.

Le mécanisme pathologique aboutissant a une réduction du ratio pTau / tTau chez les
patients présentant une pathologie TDP43 est actuellement inconnu. Néanmoins, il pourrait
étre expliqué en partie par des lésions neuronales plus importantes chez ces patients,
entrainant alors une augmentation de la concentration en protéine Tau totale (Borroni, Benussi
et al. 2018). La mise en évidence d’une lyse neuronale majeure, entrainant une augmentation
tres forte de la protéine Tau totale, était déja étudiée dans le diagnostic de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob. Cette pathologie n’étant pas associée a une hyperphosphorylation de la
protéine Tau, un ratio pTau/ tTau effondré était donc tres en faveur de cette pathologie
(Riemenschneider, Wagenpfeil et al. 2003). La diminution du ratio est cependant nettement
supérieure a celle rencontrée dans notre étude : en 2014, Skillbédck et al. mettaient en évidence
un ratio pTau / tTau médian de 0.009 (ratio tTau/pTau de 101) dans une cohorte de 93
patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob contre un ratio pTau / tTau médian de
0.137 (ratio Tau/pTau de 7.3) dans une cohorte de 9672 patients non atteints de la maladie
(Skillback, Rosen et al. 2014).
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2.3 Les neurofilaments

Le tableau XX et la figure 42 détaillent les concentrations des chaines légeres des
neurofilaments (NfL) obtenues pour nos 4 sous-groupes de patients ainsi que les variations

observées entre cohortes de patients.

Patients DLFT-TDP43 | DLFT-TDP43
C L. DLFT-Tau .
psychiatriques certain probable
Neurofilaments - NfL (pg/mL)
n= 20 17 21 41
Minimum 291 1395 1174 998
25" percentile 1021 2150 3888 3825
‘Médiane 1223 3078 5642 6167
75" percentile 1589 4232 11632 15331
Maximum 2178 28625 25226 40455
Test de Kruskal-Wallis Significatif (p < 0.000001)

Tableau XX : Concentrations obtenues pour les neurofilaments (NfL)
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Figure 42 : Distribution des neurofilaments (NfL) dans les 4 sous-groupes constitués
(***:p<0.01)

Les neurofilaments présentent des performances diagnostiques trés intéressantes. En
effet, ce marqueur était le premier a discriminer les patients DLFT-Tau des patients DLFT-
TDP43, que le diagnostic soit certain ou probable. Pour rappel, la protéine Tau totale et le

ratio pTau/tTau permettaient de discriminer seulement les patients DLFT-Tau des patients
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DLFT-TDP43 avec un diagnostic certain. L’étude de Goossens et al. décrivait également une
augmentation des neurofilaments chez les patients atteints de DLFT (valeur médiane a 3967
pg/mL) par rapport aux patients atteints de maladie d’Alzheimer (médiane a 1597 pg/mL) ou
par rapport aux controles (médiane a 1136 pg/mL). Cependant, les variations au sein de leur
groupe DLFT était statistiquement différentes uniquement entre les patients DLFT-Tau et les

patients DLFT GRN + (Goossens, Bjerke et al. 2018).

Les neurofilaments permettaient également une discrimination statistiquement
significative de la population psychiatrique par rapport aux 3 cohortes de patients atteints de
DLFT, tous phénotypes cliniques et/ou protéiques confondus, de manicre similaire au ratio
pTau / tTau. L’¢tude de Vijverberg et al. décrivait une valeur seuil a 1063 pg/mL pour
discriminer les patients DLFT des patients psychiatriques avec une sensibilité et une
spécificité de 79 % et 91 % respectivement (Vijverberg, Dols et al. 2017). Dans notre étude,
la sensibilité et la spécificité des neurofilaments étaient respectivement de 83.5 % et de 100 %
(avec un seuil déterminé a 2178 pg/mL) pour discriminer 1’ensemble des patients DLFT
(TDP43 certaine, TDP43 probable et Tau) des patients psychiatriques. L’efficacité des
neurofilaments était d’ailleurs supérieure a celle du ratio pTau / tTau : la différence des aires

sous la courbe était statistiquement différente entre les 2 marqueurs (p = 0.0085).

Dans un travail préliminaire présenté sous forme de communication affichée (et a la
fin du manuscrit), nous avons pu présenter les performances diagnostiques de 1’association
des neurofilaments a la détermination des marqueurs de la maladie d’Alzheimer pour
discriminer notre cohorte de patients psychiatriques de la cohorte de patients présentant une
DLFT certaine (Fourier, Formaglio et al. 2018). Dans ce travail, nous avions comparé une
approche globale, ou le dosage des neurofilaments était réalisé et interprété pour tous les
patients, a une approche séquentielle ou le dosage des neurofilaments était réalisé¢ apres
interprétation du bilan Alzheimer et de I’analyse de la protéine Tau totale. Ce travail mettait
en évidence une amélioration des performances diagnostiques pour discriminer nos 2 cohortes
lors de I’utilisation de I’approche séquentielle : réalisation des marqueurs Alzheimer puis
dosage des neurofilaments. Par ailleurs, cette approche permettait également de sélectionner
les patients pour lesquels le dosage des neurofilaments était requis, limitant alors le colt des

analyses a réaliser.
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Le dosage des neurofilaments ne présentait aucune différence significative dans notre
¢tude entre les sous-groupes DLFT-TDP43 certaine et DLFT-TDP43 probable (p = 0.587).
Néanmoins, il existait une certaine variabilité dans les résultats de ce dosage au sein de ces
deux cohortes. Par ailleurs, plusieurs €tudes se sont intéressées a la valeur diagnostique et
pronostique des neurofilaments dans la SLA notamment (Lu, Macdonald-Wallis et al. 2015,
Rossi, Volanti et al. 2018). Deux études ont particulierement attiré notre attention. La
premiere étude, de Gaiani ef al., mettait en évidence une augmentation des neurofilaments
dans le LCS de patients atteints de SLA supérieure a celle des patients atteints de DLFT, sans
précision sur la nature de cette cohorte (Gaiani, Martinelli et al. 2017). La seconde étude,
réalisée par Pijnenburg et al., faisait état d’une augmentation accrue des neurofilaments dans
le LCS en cas d’association DLFT-TDP43 et SLA en comparaison de DLFT-TDP43 isolées
(Pijnenburg, Verwey et al. 2015).

Pour évaluer I'impact des troubles moteurs sur la concentration en NFI avec les
données dont nous disposions, nous avons donc remanié notre cohorte DLFT-TDP43 certaine
(diagnostic moléculaire et/ou neuropathologique établi) et notre cohorte DLFT-TDP43
probable (comprenant des patients atteints de SLA ou de démence sémantique) en nous
focalisant sur une approche plus clinique, a savoir la présence d’une pathologie du
motoneurone associée ou non aux troubles cognitifs. Dans les 2 nouvelles cohortes
constituées, on regroupait d’une part les patients avec pathologie du motoneurone plus ou
moins associée a des troubles cognitifs (SLA et DLFT-SLA, n = 35) et d’autre part les
patients présentant des troubles cognitifs sans atteinte motrice (DLFT pure ou variant

sémantique, n = 27).

98



45000 |- p = 0,0001
40000 [— o
35000 (—
30000 (—
ry
£ 25000 |- o
=]
=
T 20000 (—
s o
15000 |- °
10000 | v
—
5000 T I 1
| | |
U | ]
Pathologies du motoneurone + Pathologies du motoneurone -

Figure 43 : Distribution des NfL chez les patients DLFT-TDP43 présentant ou non une
pathologie du motoneurone

Nous retrouvons donc également une différence significative entre patients DLFT-
TDP43 présentant une pathologie du motoneurone de ceux présentant un « TNC pur » (p =
0.0001). Un seuil supérieur a 4721 pg/mL permettait de discriminer la premiére cohorte avec
une sensibilité et une spécificité de 85.7 % et 66.7 % respectivement (AUC de 0.798). Ces
résultats sont donc concordants avec 1’étude de Pijnenburg et al. et témoignent des bonnes
performances pronostiques de ce marqueur. En effet, les patients avec une SLA associée aux
troubles cognitifs présentent des durées d’évolution reportées de la maladie plus faibles que

ceux présentant des troubles cognitifs uniquement (Pijnenburg, Verwey et al. 2015).

2.4 La protéine TDP43 totale

Le tableau XXI décrit les concentrations en TDP43 totale obtenues dans le LCS pour

les 4 sous-groupes de patients précédemment constitués.
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Patients DLFT-TDP43 | DLFT-TDP43
C L. DLFT-Tau .
psychiatriques certain probable
TDP43 totale (ng/mL)
n= 20 18 21 41
Minimum 2.7 3.5 2.9 2.6
25" percentile 3.9 4.8 3.6 4.4
‘Médiane 5.2 5.4 4.2 5.9
75" percentile 6.3 5.9 5.9 7.9
Maximum 12.4 6.7 9.0 20.8
Test de Kruskal-Wallis Non significatif (p = 0.043759)

Tableau XXI : Concentrations obtenues pour la protéine TDP43 totale

Au seuil retenu pour notre étude (p = 0.01), le test de Kruskal-Wallis ne montrait pas
de différence significative entre les différentes cohortes. Ces résultats décevants ont été
confirmés en regroupant les patients avec la présence certaine ou probable d’agrégats TDP43
(n = 62) et les patients ne présentant pas a priori d’agrégats TDP43, a savoir les DLFT-Tau et

les patients psychiatriques (n = 38) : aucune différence n’était observée (figure 44).
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Figure 44 : Distribution de la protéine TDP43 totale dans des cohortes de patients avec
présence ou absence d’agrégats cérébraux TDP43

Ces résultats pouvaient étre expliqués par le fait que la cohorte DLFT-TDP43 certaine
présentait la plus faible médiane (4.2 ng/mL) alors que la cohorte DLFT-TDP43 probable
présentait la médiane la plus haute (5.9 ng/mL) : la médiane obtenue dans la nouvelle cohorte
DLFT-TDP43 probable ou certaine était alors de 5.4 ng/mL. La médiane obtenue dans la
cohorte DLFT-Tau et patients psychiatriques était ¢galement de 5.4 ng/mL. En 2016, Junttila
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et al. avaient compar¢ les résultats de la protéine TDP43 totale dans le LCS entre une cohorte
de 20 patients DLFT porteurs d’une expansion pathologique sur le gene C9ORF72 (moyenne
de 2.9 ng/mL) et une cohorte de 49 patients DLFT sans expansion C9ORF72 (moyenne de 3.0
ng/mL) : aucune différence n’avait été observée entre ces 2 populations (p = 0.786) (Junttila,

Kuvaja et al. 2016).

La protéine TDP43 a surtout été étudiée comme marqueur candidat du diagnostic de la
SLA. En 2009, Kasai ef al. avaient étudié les performances diagnostiques de la concentration
de la protéine TDP43 totale pour discriminer une population de 30 patients SLA d’une
population de 29 patients appariés en age comprenant des controles sains et des patients
souffrant de pathologies neurologiques non dégénératives. Les patients SLA présentaient une
augmentation significative (p < 0.05) de la protéine TDP43 totale (Kasai, Tokuda et al. 2009).
Nous avons alors étudié les performances de la protéine TDP43 totale pour discriminer les
patients présentant une pathologie du motoneurone de ceux qui n’en présentaient pas. Nous
avons donc reformé les deux cohortes constituées pour 1’étude des neurofilaments, a savoir
une cohorte de patients avec pathologie du motoneurone plus ou moins associée a des troubles
cognitifs (SLA et DLFT-SLA, n = 35) et d’autre part une cohorte de patients présentant des

troubles cognitifs sans atteinte motrice (DLFT pure ou variant sémantique, n = 27).
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Figure 45 : Distribution de la protéine TDP43 totale chez les patients DLFT-TDP43
présentant ou non une pathologie du motoneurone
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Nous retrouvons une différence significative pour la concentration en protéine TDP43
totale entre patients présentant une pathologie du motoneurone et ceux présentant des troubles
cognitifs seuls (p = 0.0037). Pour une valeur seuil fixée a 6.4 ng/mL, nous observons une
sensibilité plutot faible de 47.1 % associée a une trés bonne spécificité de 92.9 % : ces
performances sont treés proches de celles de Noto et al. En effet, dans I’étude de Noto et al.
publiée en 2011, une augmentation de la protéine TDP43 totale permettait de discriminer 27
patients SLA d’une cohorte de 50 patients avec des pathologies inflammatoires ou
neurodégénératives avec une sensibilité et une spécificité respectives de 59.3 % et 96 %
(Noto, Shibuya et al. 2011). De plus, une étude de Hosokawa et al. en 2014 déterminaient une
sensibilité¢ et une spécificité¢ de 71.4 % et de 84.6 % respectivement pour distinguer une
cohorte de 13 patients SLA d’une cohorte de 7 patients souffrant d’un syndrome de Guillain-
Barré¢ (Hosokawa, Arai et al. 2014). Nous ne pouvons pas comparer les valeurs brutes
obtenues dans ces études car les kits ELISA utilisés étaient préparés selon des protocoles
propres a chaque équipe. En utilisant un kit de dosage de la protéine TDP43 identique au
noétre, Junttila et al. retrouvaient une augmentation de la concentration en protéine TDP43
totale chez les patients SLA par rapport aux patients DLFT (p = 0.001), quel que soit le statut
génétique pour la mutation C9ORF72 (Junttila, Kuvaja et al. 2016).

Le dosage de la protéine TDP43 dans le LCS semble donc étre potentiellement
intéressant pour étayer un diagnostic de SLA. Par ailleurs, les performances diagnostiques de
cette derniere sont équivalentes a celles des neurofilaments a partir de nos cohortes de
patients : il n’existe pas de différence dans les AUC des 2 marqueurs. Cependant, ce dosage
quantitatif ne permet pas d’identifier des patients atteints de DLFT-TDP43 en comparaison de
patients présentant une DLFT-Tau ou une pathologie psychiatrique. Contrairement a notre
hypothése, la constitution de cohortes de patients basée sur un diagnostic « protéique » ne
permet pas de mettre en évidence de bonnes performances diagnostiques pour la protéine
TDP43 totale dans le LCS. Nos différents sous-groupes de patients nous semblent pourtant
bien constitués, puisque nous avons pu obtenir des résultats comparables aux données de la

littérature pour les autres marqueurs ¢tudiés dans le LCS.

Les différences observées dans les performances diagnostiques de la protéine TDP43
entre SLA et DLFT pure pourraient étre expliquées par la localisation des agrégats de protéine
TDP43 : ces derniers sont préférentiellement localisés dans les motoneurones et le cortex
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moteur pour la SLA (Brettschneider, Del Tredici et al. 2013), alors que le premier stade de
propagation des agrégats de protéine TDP43 dans les DLFT est situé dans le néocortex pré-
frontal (Brettschneider, Del Tredici et al. 2014). La localisation des agrégats TDP43 dans la
SLA, potentiellement plus proche du lieu de prélevement de LCS, pourrait donc expliquer
cette augmentation de concentration. Une ¢tude de Kuiperij et al. montrait que les
concentrations de protéine TDP43 totale obtenues a partir d’une ponction ventriculaire étaient
supérieures a celles d’un prélévement au niveau lombaire. De plus, cette étude incluait des
patients avec un diagnostic de DLFT TDP43 ou Tau certaines. Une association des protéines
TDP43 et Tau prélevées dans une ponction ventriculaire permettaient de différencier ces deux
populations avec une sensibilité de 93 % et une spécificité de 64 % (Kuiperij, Versleijen et al.

2017).

Une seconde explication des différences observées entre les études est I’absence de
standardisation des kits ELISA utilisés pour le dosage de la protéine TDP43 totale. A
I’exception de I’étude de Junttila et al. qui utilisait le méme kit ELISA que dans notre étude,
toutes les autres équipes ont utilisé des kits ELISA « maison », avec des combinaisons
d’anticorps de capture et de détection variables. Une revue de la littérature réalisée par
Goossens et al. en 2015 a détaillé les méthodologies utilisées pour le dosage de la protéine
TDP43 et notamment les anticorps utilisés (Goossens, Vanmechelen et al. 2015). Parmi ces
différents anticorps, certains semblent non totalement spécifiques de la protéine TDP43 totale
(Feneberg, Gray et al. 2018). Cette derni¢re constatation nous oriente vers la nécessité de
recourir a des technologies permettant la détermination des profils qualitatifs de la protéine

TDP43. Ce travail a été initi€ et est présenté dans la partie I1I de ce travail de these.
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PARTIE 111 : DETERMINATION DES PROFILS
QUALITATIFS DE LA PROTEINE TDP-43 DANS
DIFFERENTES MATRICES BIOLOGIQUES
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La premiere partie de ce travail de thése a consisté en une détermination de patients
dont le diagnostic clinique et moléculaire de DLFT-TDP43 était certain. L’étude de différents
marqueurs du LCS, réalisée dans la deuxiéme partie de ce travail, a mis en évidence des
différences significatives entre cette population de patients en comparaison a d’autres
cohortes homogenes sur le plan clinique et/ou protéique. Les résultats du dosage par
technique ELISA de la protéine TDP43 se sont montrés plutdt décevants sur le plan
diagnostique. Il s’est avéré que la matrice biologique d’intérét ainsi que le choix des anticorps

utilisés pouvaient constituer deux raisons associées a ses faibles performances diagnostiques.

L’objectif principal de cette derniere partie du travail expérimental était de pouvoir
développer des méthodes d’analyse des profils qualitatifs de la protéine TDP43. Deux
technologies ont été utilisées dans ce but : le Western Blot d’une part et la technologie Simple
Western d’autre part, cette derniére méthode associant une détermination automatisée et
simultanée des profils protéiques a la semi-quantification des protéines observées. Cette étude
a débuté par le développement de la technique Simple Western a I’aide d’une protéine TDP43
recombinante et de protéine TDP43 endogéne. Les 2 techniques Simple Western et Western
Blot ont alors ét¢é comparées a partir d’échantillons cérébraux dont le diagnostic
neuropathologique avait été préalablement réalisé. Finalement, les profils protéiques de la
protéine TDP43 ont ¢té analysés dans des matrices biologiques accessibles du vivant du

patient : le LCS et les différentes fractions du sang circulant.

1. Matériels et méthodes

1.1 Sélection et préparation des matrices biologiques d’intérét

1.1.1 Protéine TDP43 recombinante

La protéine TDP43 recombinante Agl1231 (ProteinTech™) est constituée des acides aminés 1 a
260 de la protéine TDP43 totale et inclut un groupement Gluthation-S-transférase (GST tag)

en position N-terminale. Son poids moléculaire théorique est de 56 kDa. Différentes
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concentrations en protéine TDP43 recombinante ont été¢ analysées sur [’automate Peggy Sue

en diluant la solution mére de protéine recombinante dans un diluant approprié.

1.1.2  Cultures cellulaires et TDP43 endogene

Les cellules Human embryonic kidney HEK 293T (Généthon) d’origine rénale et les cellules
SH-SY5Y (Sigma Aldrich®) issues d’un neuroblastome étaient cultivées par le Docteur Pascal
Leblanc (Equipe Interactions Neurone-Muscle, Institut Neuromyogéne, CNRS UMRS5310 -
INSERM U1217, Université de Lyon). Les cellules HEK 293T étaient cultivées dans un
milieu contenant du Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Glutamax supplémenté
avec 10 % de Fetal Bovine Serum (FBS) et en pénicilline/streptomycine (Invitrogen®). La
culture des cellules SH-SYSY était réalisée dans un milieu DMEM-F12 Glutamax
supplémenté avec 10 % de FBS, une solution d’acides aminés non essentiels et en
pénicilline/streptomycine (Invitrogen™). Les cellules étaient alors suspendues dans du
Phosphate Buffer Saline (PBS) et centrifugées a +4°C. Les culots cellulaires étaient alors
suspendus et lysés dans du tampon de lyse Laemmli (6% Tris HCl pH 6.8, 10% -
mercaptoéthanol, 4% SDS, glycérol et bleu de bromophénol). Apres sonication a +4°C, les

lysats cellulaires étaient congelés jusqu’a la réalisation des analyses.

1.1.3 Prélevements cérébraux

Nous avons précédemment détaillé notre collaboration avec le laboratoire
d’ Anatomopathologie du Centre de Biologie Est des Hospices Civils de Lyon et le Centre de
Ressources Biologiques de Lyon (Docteur David Meyronet et Docteur Nathalie
Streichenberger). Dans le cadre de cette collaboration, nous avons pu obtenir des
prélevements congelés de cortex frontal pour 4 patients. Deux patients étaient atteints de
DLFT et présentaient des agrégats TDP43. Les deux autres patients présentaient des agrégats
de protéine Tau : un patient présentait un phénotype clinique de PSP et ’autre présentait un

phénotype clinique de variant comportemental.

Une extraction séquentielle a été réalisée afin d’étudier les différentes especes de
prot¢ine TDP43 présentes dans ces échantillons cérébraux, d’aprés un protocole
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précédemment décrit par Sampathu et al. (Sampathu, Neumann et al. 2006). Le protocole
complet et la composition exacte des tampons sont détaillés dans I’annexe 5 a la fin de ce
travail. Des homogénats de cortex frontal a 5 mL/g (soit 20 %) ont été préparés dans du Low
Salt Buffer (LS). L’extraction séquentielle consistait en une ultracentrifugation des
homogénats. Les culots étaient repris dans des tampons de plus en plus astringents, a savoir
les tampons Triton-X (TX), Triton-X + sucrose (TX+S), sarkosyl (SARK) et finalement
sodium dodecyl sulfate (SDS) ou urée (Urée). Tous les surnageants étaient conservés et
s’appelaient respectivement “LS”, “TX”, “TX + S”, “SARK”, “SDS” et “Urée”. Les culots

restants a la fin du protocole étaient respectivement appelés “SDSc” et “Urée ¢”.

1.1.4 Prélevements de LCS

L’analyse des profils qualitatifs de la protéine TDP43 a été réalisée sur certains prélévements
de LCS de la cohorte de cas certains TDP43 (tableau XV). Ces profils ont pu étre comparés a
ceux de LCS de patients TDP43 négatifs (patients PSP de la cohorte DLFT-Tau présentée
dans le chapitre 2).

Différentes préparations d’échantillons ont été effectuées pour réaliser cette analyse

qualitative :

- échantillon natif : I’échantillon était analysé sans préparation supplémentaire

- échantillon précipité a 1’acétone : un volume variable de LCS (indiqué sur les figures
correspondantes) était prélevé et dilué dans de 1’acétone (rapport de dilution : 1 volume
d’échantillon + 3 volumes d’acétone). Le mélange était conservé une nuit a - 20°C,
vortexé puis centrifugé a 10000 g pendant 15 minutes. Le surnageant était éliminé et le
culot protéique était repris par du tampon Laemmli (50 uL)

- échantillon concentré par ultrafiltration : 500 pL de LCS étaient déposés dans un
concentrateur Vivaspin® (GE Healthcare) dont la membrane en polyéthersulfone
permettait de retenir les protéines de masse supérieure a 5000 Da. Apreés une
centrifugation a 10000 g pendant 15 minutes, I’échantillon concentré était récupéré dans
la chambre haute du concentrateur

- échantillon déplété en albumine et immunoglobulines : 75 puL de LCS étaient déposés

dans une colonne contenant une résine constituée de protéine A et de bleu de Cibacron
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(Pierce™ Albumin/IgG removal kit, Thermo Scientific®). Aprés une incubation de 10
minutes a température ambiante suivie d’une centrifugation a 10000 g pendant 1 minute,
le filtrat était réappliqué sur la résine, ré-incubé pendant 10 minutes et re-centrifugé. Le
filtrat de LCS ¢était alors déplété en albumine et en immunoglobulines.

- solution d’albumine a 0.4 g/L: une solution mére de Vialebex” a 40 g/L (LFB
Biomedicaments®) était diluée dans du NaCl (dilution au 1/100°™)

- solution d’immunoglobulines 4 0.25 g/L : une solution mére de Privigen® a 100 g/L (CSL

Behring®) était diluée dans du NaCl (dilution au 1/400°™)

Les différentes préparations étaient alors mélangées a du tampon Laemmli (dilution au

eme

2) ou dans du master mix (dilution 4/5°™) puis dénaturées a 95°C pendant 5 minutes avant

analyse par technique Western Blot et/ou Simple Western respectivement.

1.1.5 Prélévements de sang total

L’étude des profils protéiques de la protéine TDP43 dans les différentes fractions du sang
total a débuté a partir de 1’analyse d’un patient témoin (prélévement de 10 mL réalisé sur 2

tubes EDTA).

Les cellules mononucléées du sang ont ¢été obtenues par réalisation d’une
centrifugation en gradient de densité. Un tube de sang total a été dilué dans un tampon
contenant 2 mmol/L d’EDTA dilué dans du PBS a pH 7.2. Apres dépdt de 15 mL de Ficoll-
Paque (Sigma-Aldrich®) dans un eppendorf de 50 mL, le sang total dilué était délicatement
déposé a la surface du Ficoll puis le tube était centrifugé a 400 g pendant 30 minutes. La
couche supérieure était ensuite aspirée et ¢liminée. La couche de cellules mononuclées ou
PBMC (lymphocytes, monocytes et plaquettes) ¢€tait ensuite récupéré et placée dans un
nouveau tube conique de 50 mL. Apres ajout de tampon dans le tube, ce dernier était agité
puis centrifugé a 300 g pendant 10 minutes. Apres élimination du surnageant, le culot était
repris par 50 mL de tampon, centrifugé a 200 g pendant 15 minutes. Le surnageant était
¢liminé. Finalement, le culot contenant les lymphocytes et monocytes était repris dans du

tampon Laemmli, prét a étre analysé.
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Le deuxieme tube EDTA a été centrifugé a 200 g pendant 15 minutes pour obtenir un
plasma riche en plaquettes. Ce dernier était centrifugé a 2000 g pendant 15 minutes : le
plasma pauvre en plaquettes obtenu était conservé. Le culot, riche en plaquettes, était repris
par 4 mL de tampon 1 a pH 7.35 contenant 50 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de NaCl et 2.7
mmol/L ’EDTA. Apres une nouvelle centrifugation a 2000 g pendant 15 minutes, le culot
lavé était repris par 4 mL de ce méme tampon 1. Une numération plaquettaire était alors
effectuée sur I’automate XN-2000 (Sysmex™). Aprés cette numération, le tube était & nouveau
centrifugé a 2000 g pendant 15 minutes. Le culot plaquettaire était alors repris dans un
volume variable de tampon 2 a pH 7.35 (tampon 1 sans EDTA et Triton X-100 ; ratio 40 : 1)
en fonction des résultats de la numération plaquettaire pour obtenir une concentration en
plaquettes fixée a 200 G/L. Le mélange était chauffé a 37°C pendant 15 minutes, puis congelé

avant analyse (annexe 3).

Cette ¢tude préliminaire a été poursuivie par 1’analyse des échantillons plasmatiques et
plaquettaires de certains patients pour lesquels un diagnostic de DLFT familiale était suspecté.
Lors du diagnostic génétique réalisé pour rechercher les variants sur les génes C9ORF72 et
GRN, un des 2 tubes EDTA regus au laboratoire était centrifugé et les prélévements de plasma
et de plaquettes étaient préparés et conserveés selon le protocole précédemment décrit (annexe

3).

1.2 Détermination des profils qualitatifs

1.2.1 Principe général de la technique Western Blot

Le Western Blot, initialement décrit par Towbin et al. en 1979, est une technique largement
utilisée permettant I’analyse des protéines (Towbin, Stachelin et al. 1979). Cette méthode
repose sur l’utilisation d’anticorps pour identifier des cibles protéiques fixées sur une
membrane. La spécificité de la liaison antigeéne-anticorps permet une identification de la
protéine d’intérét, y compris dans des mélanges complexes. Le principe général de cette

technique est détaillé ci-aprés (Mahmood and Yang 2012).
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La préparation des échantillons dépend principalement de la nature de la matrice
analysée et de la concentration en protéine cible attendue. Toutes les préparations sont alors
diluées dans un tampon de migration. Il existe différentes compositions de ces derniers, mais
tous contiennent des réactifs communs, initialement proposés par Laemmli (Laemmli 1970).
La présence combinée d’agents chimiques comme le B-mercaptoéthanol et le sodium dodécyl
sulfate (SDS), qui sont respectivement un réducteur (coupure des ponts disulfure) et un
détergent anionique fort, permet de dénaturer les protéines. En parallele, le SDS charge les
protéines négativement, permettant leur séparation par électrophorése. Les tampons de
migration contiennent également du glycérol et du bleu de bromophénol, le premier
permettant d’alourdir les préparations d’échantillons pour faciliter leur migration et le
deuxiéme permet une visualisation de cette migration. Une fois mélangés au tampon de
migration, les échantillons sont généralement chauffés afin d’assurer une dénaturation

thermique, supplémentaire a la dénaturation chimique.

L’¢lectrophorése se déroule dans un gel d’agarose ou plus fréquemment de
polyacrylamide (Polyacrylamide Gel Electrophoresis ou PAGE), dont la concentration varie
en fonction de la taille des protéines d’intérét. Plus la taille des protéines d’intérét est petite,
plus le gel sera concentré et inversement. Apres dépot des échantillons dans les différents
puits du gel, un tampon de migration permet d’assurer I’électrophorése en présence d’un
champ électrique : les protéines migrent alors vers I’anode (p6le positif) grace au SDS et sont
séparées selon leur poids moléculaire. Les gels ne permettent pas une bonne détection des
protéines par immunodosage : ils sont fragiles et ne maintiennent pas correctement les
anticorps de détection. Il est donc nécessaire de transférer les protéines apres leur migration
sur une membrane de nitrocellulose ou de polyvinylidéne fluoride selon un protocole similaire
a celui de 1’électrophorese : les protéines chargées négativement vont migrer vers 1’anode et
s’incorporer a la surface de la membrane. Il existe 2 types de transfert (humide ou semi sec),
présentant chacun des avantages et des inconvénients. Une fois I’étape de transfert des

protéines sur la membrane effectuée, la procédure d’immunodétection peut commencer.

La premicre étape de la détection consiste en un blocage de la membrane avec du lait
ou de I’albumine, permettant de limiter les interactions non spécifiques entre I’anticorps et la
membrane, diminuant alors le bruit de fond lors de la révélation. L’anticorps primaire,
spécifique de la protéine d’intérét, est donc incubé au contact de la membrane. La membrane
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est ensuite rincée plusieurs fois pour €liminer ’exces d’anticorps primaire non li€, et incubée
avec ’anticorps secondaire qui se fixe sur I’anticorps primaire utilisé (anticorps anti-espéce).
Cet anticorps est généralement couplé a la biotine ou a une enzyme comme la phosphatase
alcaline ou peroxydase de raifort (HRP). Finalement, I’ajout d’un substrat (dépendant de
I’enzyme ou du composé couplé a I’anticorps secondaire) permettra de réaliser la détection
finale de la méthode. Une des détections particulierement utilisée est la détection Enhanced
Chemiluminescence (réaction entre le luminol et la HRP liée a I’anticorps) car elle présente
une tres forte sensibilité analytique. Cependant, des détections colorimétriques, fluorescentes

ou par autoradiographie peuvent également étre réalisées.

Le Western Blot produit des résultats qualitatifs comme la présence ou non d’une
protéine dans un échantillon biologique, la mise en évidence de modifications post-
traductionnelles ou encore des variations de poids moléculaire des protéines. Cette technique
peut également fournir des résultats semi-quantitatifs avec 1’analyse densitométrique des
bandes observées sur les films principalement grace a des imageurs (Taylor, Berkelman et al.
2013). Néanmoins, une étude de 2005 décrivait une variabilité totale de 35 % dans les

résultats obtenus avec cette technologie (Koller and Watzig 2005).
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Figure 46 : Diagramme schématique du Western Blot - Ghosh, Gilda ez al. 2014
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1.2.2 Protocoles Western Blot réalisés

Dans notre étude, la préparation des échantillons variait en fonction de la matrice biologique
analysée. Lors de nos essais, nous avons dilué ou au contraire concentré certains échantillons.
Des techniques de déplétion de certaines protéines potentiellement interférentes ont également
été réalisées (voir section 1.1 Sélection et préparation des matrices biologiques d’intérét). Les
préparations étaient ensuite diluées au demi dans du tampon de migration Laemmli 2X. La
composition finale du mélange échantillon / tampon Laemmli apres dilution était :
¢chantillon, 0.0625 M de Tris HCI pH 6.8, 5 % de B-mercaptoéthanol, 2 % de SDS, 10 % de
glycérol et une trés faible fraction de bleu de bromophénol. Les produits étaient alors
dénaturés a 95°C pendant 5 min, puis 10 pL. du mélange étaient déposés sur des gels en
polyacrylamide a 12 % (préparation manuelle ou utilisation de gels NuPAGE 12% Bis-Tris,
ThermoFisher™) On intégrait également des marqueurs de poids moléculaire sur chaque gel :
un marqueur coloré (Prestained SDS PAGE standards, low range, Biorad®™) et un marqueur
pour la révélation en chimiluminescence (MagicMark XP Western Protein Standard, Life

Technologies®).

Apres 1’¢électrophorése (1h30 pour le gel préparé manuellement ou 50 minutes pour les
gels NuPAGE), le transfert semi-sec était effectué¢ sur une membrane Immobilon-P avec une
porosité de 0.45 um (Millipore™) pendant 35 minutes 4 350 mA. La saturation des membranes
¢tait effectuée pendant 2 heures sous agitation grace a du lait écrémé en poudre (5%)
reconstitu¢ dans du PBS. Les différents anticorps primaires utilisés, précédemment dilués
dans du PBS-Tween 20 0.1 % (PBST), étaient incubés pendant une nuit a + 4°C. Sur le
deuxiéme jour de la manipulation, 3 lavages de 5 minutes dans du PBST étaient réalisés.
L’anticorps secondaire HRP était alors dilué¢ dans du PBST en fonction de I’anticorps
primaire choisi : ’anticorps anti-lapin Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins HRP
(Dako®) et I’anticorps anti-souris Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H + L)
(Jackson Immunoresearch®) étaient dilués au 1/2000°™ et au 1/10000°™ respectivement.
L’incubation des anticorps secondaires durait 30 minutes sous agitation. Aprés 4 lavages de 5
minutes dans du PBST et 3 lavages de 5 minutes dans du PBS, les membranes étaient mises
en contact avec le réactif de révélation SuperSignal West Dura (ThermoScientific®). La
révélation se déroulait en chambre noire : la membrane était placée au contact d’un film

d’exposition Hyperfilm ECL (GE Healthcare®™) ou Biomax MR-1 (Kodak®™) dans une cassette
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hermétique selon des temps variables en fonction des échantillons et des anticorps étudiés. La

révélation des films était achevée avec [utilisation des révélateurs et fixateurs GBX
(Kodak™).

1.2.3 Principe général de la technique Simple Western

La technologie Simple Western consiste en une automatisation et une miniaturisation de la
technique du Western Blot. Différentes plateformes analytiques de la société ProteinSimple®™
permettent d’utiliser cette technologie. Nos essais étaient réalisés sur 1’automate Peggy Sue,
ce dernier proposant des immuno-essais permettant une séparation des protéines selon leur
taille (technique détaillée dans ce chapitre) ou selon leur charge électrique. Le processus
analytique global repose sur deux étapes consécutives : la premicre consiste en la préparation
d’une plaque contenant les échantillons a analyser et les différents réactifs nécessaires a
I’essai. La deuxieéme étape, enticrement automatisée, permet de réaliser 1’analyse des
protéines depuis I’électrophorése jusqu’a la révélation par chimiluminescence. Un premier kit
de réactifs « migration » contient les réactifs pour préparer 1’échantillon, des /adder et mix
fluorescents, les matrices de stacking et séparation ainsi que les tampons de migration. Le
second kit de réactifs « détection » contient un anticorps secondaire couplé a la HRP prét a

I’emploi, du luminol et du peroxyde.

- Préparation de la plaque

Les échantillons sont préalablement préparés en fonction des différentes matrices biologiques
a analyser (voir section 1.1 Sélection et préparation des matrices biologiques d’intérét). Un
fluorescent master mix contenant des marqueurs fluorescents et une ladder (échelle de poids
moléculaires chimiluminescents) sont reconstitués selon les instructions du fournisseur. Le
master mix est ajouté a chacun des échantillons selon un ratio 20 % / 80 %. Les échantillons
et la ladder sont alors dénaturés a 95°C pendant 5 minutes. Les anticorps primaires
spécifiques de la protéine d’intérét sont dilués dans de I’Antibody Diluent. Une solution de
révélation est également préparée en mélangeant de fagon équimolaire du luminol et du
peroxyde. Les anticorps secondaires et les deux matrices stacking et separation sont préts a

I’emploi. Les échantillons et les réactifs sont alors déposés dans une plaque de 384 puits selon
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un plan de plaque proposé par le fournisseur (figure 47). La plaque est centrifugée pendant 5

minutes a 1000 g avant d’étre placée sur 1’automate (Nelson, Guynn et al. 2017).
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Figure 47 : Exemple de préparation d’une plaque

Cet exemple décrit la préparation d’une plaque pour un cycle d’analyse, a savoir 1’étude d’une
ladder et de 11 échantillons (déposés dans les puits A1 a A12 sur ce plan de plaque). La
particularité de cette méthode réside dans le fait que ’analyse s’effectue par la suite dans des
capillaires individuels a usage unique. Il est donc possible de varier les dépdts d’échantillons
ou d’anticorps au sein d’un méme cycle puisque toutes les analyses seront effectuées de
manicre indépendante. De plus, différents cycles (jusqu’a 8) peuvent étre réalisés au sein d’un
méme essal automatisé, permettant de multiplier le nombre d’échantillons analysés ou au
contraire le nombre d’anticorps utilisés pour un méme échantillon (en utilisant seulement 5

uL d’échantillon préparé pour I’ensemble des cycles).

- Analyse automatisée des échantillons

La plaque est chargée dans I’automate Peggy Sue ainsi que les tampons Wash, Upper Running
et Lower Running. L’essai débute alors par le remplissage de chacun des capillaires avec les
matrices de stacking et séparation. Les échantillons sont alors aspirés dans les capillaires (un
¢chantillon par capillaire), puis les protéines migrent en fonction de leur poids moléculaire
grace a I’application d’un courant électrique. Les protéines sont ensuite fixées a la surface des
capillaires activées par illumination avec un rayonnement ultraviolet. L’immuno-essai débute
avec I’incubation de I’anticorps primaire spécifique de la protéine, se poursuit avec des

lavages et I’incubation de I’anticorps secondaire couplé a la HRP. Finalement, la révélation
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est permise grace a I’intégration du mélange luminol/peroxyde. Des mesures de luminescence
sont alors réalisées selon des temps prédéterminés qui s’étendent de 4 a 512 secondes (Chen,

Waketield et al. 2015).
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Figure 48 : Principe de I’essai basé sur la taille des protéines - ProteinSimple®

Les résultats sont interprétés grace au logiciel Compass for Simple Western®. Le
logiciel permet de visualiser la migration du mix fluorescent inclus dans chaque échantillon
pour garantir le bon déroulement de 1’¢lectrophorése. Les analyses de fluorescence des
protéines incluses dans ce mix sont réalisées pour « aligner » automatiquement la migration
dans chaque capillaire au sein d’'un méme cycle. Une fois les migrations alignées, la taille des
protéines présentes dans chaque capillaire est déterminée par rapport a celles présentes dans la
ladder incluse dans chaque cycle (figure 49). En plus de leur taille, le logiciel fournit
¢galement des données quantitatives sur les protéines détectées, a savoir 1’aire et la hauteur de

chaque bande mise en évidence.
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Figure 49 : Détermination de la taille des protéines

1.2.4 Protocoles Simple Western réalisés

Pour nos différents essais, nous avons utilisé les kits ProteinSimple® permettant de déterminer
les tailles de protéines entre 12 et 230 kDa. Les anticorps primaires utilisés étaient
systématiquement dilués au 1/50°™. Les anticorps secondaires couplés a la HRP, fournis dans
le kit et préts a ’emploi, étaient dirigés contre les especes lapin ou souris en fonction de
I’anticorps primaire choisi. Enfin, sauf mention contraire, les résultats analysés
correspondaient au temps de révélation le plus court proposé par 1’automate, a savoir 4
secondes d’exposition au mélange luminol/peroxyde. La version du logiciel Compass for

Simple Western utilisée était la version 3.1.7.

1.2.5 Description des anticorps primaires utilisés pour notre étude

De nombreux anticorps commercialisés sont disponibles afin d’étudier la protéine TDP43. En
2015, I’étude de Goossens et al. recensait les anticorps qui avaient permis de mettre en
évidence des agrégats de protéine TDP43 dans plusieurs études et/ou qui avaient été testés
pour développer des dosages quantitatifs par méthode ELISA (Goossens, Vanmechelen et al.
2015). Les anticorps utilisés dans notre étude étaient déja commercialisés ou en cours de
développement par une société industrielle partenaire Analytik Jena Roboscreen GmbH"

(tableau XXII).
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,Nm.n de Société Espéce | Clonalité Epitope Dilution WB
I’anticorps
. ® . AA 203-209 et ame
10782-2-AP ProteinTech Lapin | Polyclonal AA N-terminaux 1/2000
2E2D3 Abnova® Souris | Monoclonal | AA 205-222 1/2000°™
2G10 AJ Roboscreen” | Souris | Monoclonal | AA 201-220 1/10000°™
12892-1-AP | ProteinTech® | Lapin | Polyclonal AA 288-414 1/1000°™
22309-1-AP | ProteinTech® | Lapin | Polyclonal pS409/410 1/1500°™

Tableau XXII : Description des anticorps primaires utilisés dans notre étude
AA : acides aminés ; WB : Western Blot

La figure 50 décrit la structure de la protéine TDP43 et permet de représenter les

interactions potentielles entre la protéine et les différents anticorps testés.

Anticorps polyclonaux 22309-1-AP
10782-2-AP 12892-1-AP
hTDP-43 NLS NES
N RRM1 RRM2 GRR c
106 176 191 262 274 414
. 2E2D3
Anticorps monoclonaux -
2G10

Figure 50 : Structure de la protéine TDP43 et interactions avec les anticorps étudiés,
adaptée de Vanden Broeck, Callaerts ez al. 2014

Les anticorps polyclonaux testés dans notre essai présentaient des épitopes tres
différents : un épitope situé¢ sur la partie N-terminale de la protéine TDP43 pour 1’anticorps
10782-2-AP et un épitope situé sur la partie C-terminale de la protéine pour I’anticorps
12892-1-1AP. L’anticorps 22309-1-AP, dont [D’¢épitope est dirigé contre les sérines
phosphorylées de la protéine TDP43 en position 409 et 410 a également été choisi car cette
modification post-traductionnelle constitue une caractéristique commune des DLFT-TDP43
(Neumann, Kwong et al. 2009). Les anticorps monoclonaux présentaient des épitopes tres

proches et étaient dirigés contre une région centrale de la protéine TDP43.
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2. Résultats

2.1 Développement de I’essai Simple Western TDP43

Nous avions précédemment pu appréhender la technologie Simple Western et 'utilisation de
I’automate Peggy Sue dans une étude comparant les performances diagnostiques de cette
technologie au Western Blot pour la mise en évidence de la protéine 14-3-3 dans le LCS pour
le diagnostic biologique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Ce travail a fait 1’objet d’une
publication internationale (présentée en fin de manuscrit) et a permis de proposer cette
nouvelle technologie en routine diagnostique pour le dépistage de la protéine 14-3-3 au sein

du laboratoire (Fourier, Dorey et al. 2018).

Le développement de 1’essai Simple Western TDP43 a débuté de la méme maniére par
I’analyse d’une protéine TDP43 recombinante avec 4 anticorps primaires différents : les 3
anticorps polyclonaux 10782-2-AP, 12892-1-AP et 22309-1-AP et un anticorps monoclonal
2E2D3.

AN ¥ 3
O s oY .o
kDa o oY Q¥ AY ¥ 87 H

150- .. 180-

66- 66~ m—
S -TDP43 GST Tagged 56 kDa w1043 GST Tagged 56 kDa

40- 40-

Concentration : 5 ug/L

Dilutions croissantes de TDP43 recombinante

Comparaison des performances de 4 Ac primaires Ac primaire : 10782-2-AP

Figure 51 : Profils de la protéine TDP43 recombinante
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La comparaison des signaux obtenus par chimiluminescence pour les 4 anticorps
détectant la méme concentration de protéine TDP43 recombinante (5 pg/L) mettait en
¢évidence une bande de forte intensité a 56 kDa avec I’anticorps 10782-2-AP (figure 51). La
taille observée pour la protéine recombinante concordait donc avec sa taille théorique. Un
signal trés faible a 56 kDa ¢était quantifiable pour 1’anticorps 2E2D3 (non visible sur cette
figure). Ce dernier était environ 20 fois plus faible que le signal obtenu pour I’anticorps
10782-2-AP. L’anticorps 10782-2-AP était donc beaucoup plus sensible analytiquement que
I’anticorps 2E2D3.

Aucun signal n’était détectable pour les anticorps 12892-1-AP et 22309-1-AP. Ces
résultats étaient attendus. En effet, la protéine TDP43 recombinante ¢était constituée
uniquement des 260 premiers acides aminés de la protéine TDP43 humaine et ne contenait
donc pas les acides aminés 288 a 414 (épitope de 1’anticorps 12892-1-AP) et les sérines
phosphorylées en position 409 et 410 (épitope de I’anticorps 22309-1-AP).

Les concentrations obtenues dans le LCS pour le dosage pondéral de la protéine
TDP43 avec le kit ELISA s’étendaient de 2.6 a 20.8 pg/L (tableau XXI). Des concentrations
croissantes de protéine TDP43 recombinante (de 0.2 pg/L a 20 pg/L) ont donc été analysées
avec l’anticorps présentant la meilleure sensibilité¢ analytique (10782-2-AP). La protéine
recombinante était détectable deés la plus petite concentration testée. Les signaux obtenus

(exprimés en aire et en hauteur) sont recensés dans le tableau XXIII :

Concentration (pg/L) Aire Hauteur
0 100 80
0.2 9047 979
1 48806 4597
241549 21022
10 393093 36743
644173 50701

Tableau XXIII : Signaux obtenus (aires et hauteurs) pour des concentrations croissantes
de protéine TDP43 recombinante - Anticorps 10782-2-AP
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Figure 52 : Courbes de calibrations obtenues - Anticorps 10782-2-AP

Les signaux obtenus avec I’anticorps 10782-2-AP présentaient une linéarit¢ de 0 a 10
ng/L de protéine TDP43 recombinante (1> = 1 pour les hauteurs et r? = 0.995 pour les aires).
Les signaux obtenus pour la concentration a 20 pg/L faisaient évoquer une potentielle
saturation de la détection. Nos résultats étaient confirmés par 1’analyse d’une solution de

protéine recombinante trés fortement concentrée a 100 pg/L dont le profil était comparé a

celui d’une solution concentrée a 5 ng/L (figure 53).
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Figure 53 : Profils obtenus pour une solution a 100 png/L avec la plus faible (4 secondes)
et la plus forte exposition (512 secondes)

Le profil obtenu pour une solution de protéine recombinante a 100 pg/L mettait en
¢vidence un dédoublement des pics (*) avec la durée d’exposition la plus faible en luminol et
peroxyde (4 secondes) On observait par ailleurs 1’apparition d’une bande de plus faible
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intensité a 44 kDa. Avec la plus forte durée d’exposition (512 secondes), le signal a 56 kDa
disparaissait totalement (**) et le signal a 44 kDa était dédoublé. Ce phénomene,
précédemment décrit sous le nom de « burn-out » lors de 1’utilisation de cette technologie
(Nelson, Guynn et al. 2017) et également connu sous le nom de bandes « ghost» ou
« hollow » en Western Blot, correspond a I’analyse d’une concentration en protéine d’intérét

trop forte, entrainant alors une déplétion totale en substrat (Alegria-Schaffer, Lodge et al.
2009).

Apres ces premiers résultats, le développement de la méthode Simple Western a été
poursuivi par 1’analyse de protéine TDP43 endogéne provenant des 2 lignées cellulaires HEK
293T et SH-SY5Y. Les dilutions les plus faibles des culots cellulaires (dilution au 1/5"™ ou
au 1/20°™) mettaient en évidence un phénoméne de « burn-out » précédemment décrit. La
figure 54 présente les résultats obtenus avec I’essai Simple Western sur une dilution au
1/50°™ des solutions de protéine TDP43 endogéne obtenues, en comparaison des résultats

obtenus en Western Blot réalisé avec le méme anticorps 10782-2-AP.

£ & . o &£
a & & kDa & kwa &
230- 230- 230-
180- 180- 180-
116- 116- 116-
o 66- 66~
50kDa 54 kDa s 54 kDa e 54 kDa
44 kDa 44 kDa 44 kDa
40 kDa s 0 -
30 kDa
12 12 5
20 kDa
Exposition Exposition Exposition Exposition
15 secondes 4 secondes 4 secondes 4 secondes
Ac 10782-2-AP Ac 2G10 Ac 12892-1-AP

Figure 54 : Profils protéiques de TDP43 endogéne

En utilisant ’anticorps 10782-2-AP, le Western Blot mettait en évidence une bande de
forte intensité a 45 kDa environ dans les 2 extraits cellulaires HEK 293T et SH-SYS5Y dilués

au 1/50°™. Des bandes de plus faible intensité (entre 30 et 40 kDa pouvaient également étre
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observées. Ces résultats étaient compatibles avec les données de la littérature ou la bande
principale observée avec le méme anticorps était juste inférieure a 45 kDa (Freibaum, Chitta
et al. 2010, Budini, Romano et al. 2015). D’autre part, on pouvait observer des signaux de
plus forte intensité dans les cellules HEK 293T par rapport aux cellules SH-SYSY a la méme
dilution (figure 54A).

L’analyse des mémes extraits cellulaires dilués au 1/50°™ pat la technologie Simple
Western montrait des profils protéiques comparables, mais on pouvait observer un décalage
dans la masse apparente des protéines observées. La bande de forte intensité était estimée a 54
kDa et une bande de plus faible intensité était estimée a 44 kDa. Des différences de résolution
(différences de poids moléculaire entre technologie Simple Western et Western Blot) peuvent
étre observées et sont détaillées dans les spécifications du fournisseur, ces derniéres variant
jusqu’a 20 %. De plus, il existe ¢galement des variations entre poids moléculaire théorique et
poids observé lors de I’utilisation de la technique SDS-PAGE, pouvant étre expliquées

notamment par la nature des acides aminés constitutifs de la protéine (Guan, Zhu et al. 2015).

Nos résultats observés avec 1’essai Simple Western ont été confirmés en analysant la
méme dilution (1/50°™) de culture cellulaire SH-SY5Y avec 2 autres anticorps : I’anticorps
2G10 provenait d’une espeéce animale différente et I’anticorps 12892-1-AP présentait un
épitope sur la partie C-terminale de la protéine TDP43 (voir tableau XXIII). Les profils
protéiques étaient équivalents avec les 3 anticorps anti-TDP43 : la bande principale était
estimée a 54 kDa (figure 54B). Par ailleurs, des essais Simple Western réalisés par un
laboratoire industriel retrouvaient eux aussi une bande principale de TDP43 a 54 kDa a partir
d’une autre lignée cellulaire A431 (https://www.novusbio.com/products/tdp-43-tardbp-
antibody-671834 mab7778).
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2.2 La protéine TDP43 dans les échantillons cérébraux

2.2.1 Profils obtenus par la technique du Western Blot

La figure 55 détaille les profils obtenus pour I’ensemble des fractions séquentielles avec
I’anticorps 10782-2-AP. Un patient présentant des inclusions de protéine TDP43 (a gauche)

est comparé a un patient sans inclusions TDP43 (a droite).
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Figure 55 : Profils WB TDP43 avec I’anticorps 10782-2-AP (cortex frontal)

Des différences en termes d’intensité des signaux étaient observables entre les 2
patients : ces résultats pourraient €tre expliqués par des différences dans la quantit¢ de
protéines obtenues lors de 1’extraction séquentielle. En effet, les homogénats initiaux étaient
préparés a la méme concentration (5 mL/g de cortex), les mémes volumes de tampon ont été
ajoutés et le méme volume d’échantillon a été déposé dans chacun des puits. Par contre, les

protéines totales n’ont pas ¢té mesurées pour I’ensemble des échantillons.

Néanmoins, les profils étaient plutdt comparables pour les 2 patients analysés. Les
fractions les plus riches en protéine TDP43 étaient les fractions SDS et urée (surnageants ou
culots). Une bande de forte intensité était présente aux alentours de 45 kDa (de méme taille
que dans les extraits cellulaires SHSYSY et HEK293T), encadrée par une bande en-dessous
de 40 kDa et une bande juste au-dessus de 50 kDa. La fraction SARK (sarkosyl) retrouvait ce

profil, mais avec des intensités plus faibles. Les autres fractions étaient beaucoup moins riches
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en protéine TDP43, notamment les fractions TX (Triton X-100) et TX + S (Triton X-100 et

sucrose).

Une bande aux alentours de 25 kDa dans les fractions SDS et urée étaient cependant
observables chez le patient présentant des inclusions de protéine TDP43 et semblait plus
intense que celle du patient sans inclusions de protéine TDP43. Dans les profils protéiques
réalisés a partir du cortex frontal du second patient présentant des inclusions TDP43, cette
méme bande inférieure a 30 kDa était retrouvée avec une forte intensité pour le méme temps

d’exposition.

Peu d’études proposent des résultats de Western Blot sur tissu cérébral, rendant notre
comparaison de profils difficile. Néanmoins, en 2006, Neumann et al. avaient réalisé ce
protocole d’extraction séquentielle et avaient utilisé¢ le méme anticorps primaire (Neumann,
Sampathu et al. 2006). Des profils caractéristiques des patients présentant des inclusions
TDP43 avaient alors été mis en évidence : les fractions urée correspondantes retrouvaient des
bandes pathologiques a environ 25 kDa, 45 kDa et un smear. En 2008, Steinacker et al.
analysaient la fraction urée d’un cortex frontal d’un patient atteint de DLFT-U : un profil
comparable a celui observé pour nos patients avait été décrit. Cependant, cette étude ne
présentait pas de « contrdle négatif » (Steinacker, Hendrich et al. 2008). En 2014, Feneberg et
al. retrouvaient une bande a 50 kDa de plus forte intensité dans le cortex frontal d’un patient
atteint de SLA par rapport a un contrdle (Feneberg, Steinacker et al. 2014). En 2010, Soraru et
al. utilisaient 1’anticorps 2E2D3, un anticorps dirigé contre un autre épitope central de la
protéine TDP43 et retrouvaient une bande supplémentaire a environ 45 kDa mais ne mettaient
pas en évidence de bande a 25 kDa dans un échantillon cérébral de patient atteint de SLA

(Soraru, Orsetti et al. 2010).

Ces fragments de 25 kDa ayant été décrits dans les études initiales, correspondent a
des fragments C-terminaux de la protéine TDP43. Nous nous sommes alors interrogés sur
capacité de I’anticorps 12892-1-AP, dont I’épitope se situe sur cette région C-terminale, a

discriminer nos patients (figure 56).
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Figure 56 : Profils WB TDP43 avec I’anticorps 12892-1-AP (cortex frontal)

Les profils protéiques obtenus avec I’anticorps 12892-1-AP, dirigé contre la partie C-
terminale de la protéine TDP43, mettaient en évidence les 3 bandes principales (40 kDa, 45
kDa et 50 kDa) déja mis en évidence avec I’anticorps 10782-2-AP, dirigé contre la partie N-
terminale de la protéine. On retrouvait ¢galement des bandes a moins de 30 kDa dans les
fractions SDS et urée d’un patient présentant des inclusions TDP43. Cependant, ces bandes
¢taient également présentes dans les fractions SDS des patients sans inclusion TDP43, malgré

une intensité plus faible. Cet anticorps ne semblait donc pas trés discriminant.

Enfin, on pouvait comparer la sensibilit¢ de 1’anticorps 12892-1-AP a celle de
I’anticorps 10782-2-AP. Les bandes observées dans les échantillons cérébraux étaient
sensiblement identiques malgré des concentrations d’anticorps primaire (1/1000°™ pour
I’anticorps 12892-1-AP contre 1/2000°™ pour I’anticorps 10782-2-AP) et des temps
d’exposition tres différents (2 minutes pour 1’anticorps 12892-1-AP contre 30 secondes pour
I’anticorps 10782-2-AP) : ces résultats confirment les résultats obtenus sur culture cellulaire

ou I’anticorps 12892-1-AP montrait une sensibilité plus faible que ’anticorps 10782-2-AP.

La protéine TDP43 posséde 64 sites potentiels de phosphorylation, principalement
localisés dans sa partie C-terminale (Kametani, Nonaka et al. 2009). Cette
hyperphosphorylation serait a I’origine d’une diminution de la solubilité et d’un allongement
de la demi-vie de la protéine dans 1’espace cellulaire, favorisant son agrégation (Yamashita,
Teramoto et al. 2016). De nombreuses ¢tudes se sont donc portées sur ’intérét de la protéine
TDP43 phosphorylée pour diagnostiquer les patients atteints de DLFT ou SLA, notamment

par des techniques d’immunohistochimie (Brettschneider, Del Tredici et al. 2013,
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Brettschneider, Del Tredici et al. 2014, Tan, Kril et al. 2015, Guedes, Santin et al. 2017,
Yousef, Robinson et al. 2017).

La figure 57 présente les résultats obtenus avec I’anticorps 22309-1-AP (pS409/410)

sur les fractions SDS et urée de 4 échantillons de cortex frontal.
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Figure 57 : Profils WB TDP43 avec I’anticorps 22309-1-AP (cortex frontal)

Les profils protéiques obtenus avec I’anticorps 22309-1-AP, dirigé spécifiquement
contre les sérines phosphorylées 409 et 410 de la protéine TDP43, mettaient en évidence 3
bandes au-dela de 40 kDa. La bande la plus basse, aux alentours de 45 kDa, semblait plus
intense dans les échantillons de cortex frontal des patients porteurs d’inclusions TDP43 (*).
Par ailleurs, une bande était observée a 25 kDa dans les fractions SDS et urée de cortex
frontal présentant des inclusions TDP43 (**). Cette bande n’était pas observée dans les

fractions SDS et urée des cortex sans inclusions TDP43.

Les ¢études de Okamoto et al. et Hasegawa et al. avaient déja retrouvé ce profil
caractéristique dans les fractions urée des patients porteurs d’inclusions TDP43 en utilisant ce
méme anticorps anti-phosphorylation 409/410 (Okamoto, Fujita et al. 2015). Par ailleurs, la
bande a 45 kDa et la bande de plus forte intensité a 25 kDa n’étaient plus présentes apres
traitement des échantillons de cortex par une phosphatase (Hasegawa, Arai et al. 2008). Ces
résultats pourraient donc expliquer la faible immuno-réactivité précédemment observée pour
I’anticorps 12892-1-AP si ce dernier reconnait peu les fragments C-terminaux sous forme

phosphorylée. Par ailleurs, ces deux études mettaient en évidence d’autres fragments de plus
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petite taille, aux alentours de 20 kDa. L’intensité et la taille de ces fragments pouvaient par
ailleurs étre corrélées aux phénotypes cliniques et aux différentes morphologies des inclusions
observées en immunohistochimie. Sur la figure 54, aucune bande aux alentours de 20 kDa
n’était observée. Néanmoins, le temps d’exposition était tres court (10 secondes seulement).
Nous avons donc réalis¢ des expositions plus longues avec cette membrane : des bandes
supplémentaires apparaissaient a partir de 2 minutes d’exposition. Malheureusement, une tres
grande partie de la membrane était entierement noire (tres forte réaction des bandes a 25 et 45
kDa), rendant D’interprétation impossible : ces résultats ne sont pas présentés dans ce

mémoire.

Finalement, des anticorps anti-TDP43 en cours de développement au sein de la société
AJ Roboscreen” ont pu étre testés afin d’en proposer une caractérisation. Parmi eux,

I’anticorps de souris 2G10 présentait un profil intéressant, présenté dans la figure 58.

TDP43 + TDP43 - TDP43 + TDP43 -
SDS urée SDS urée SDS urée SDS urée

-
2 I ‘
»

1

Ac 2G10 - Exposition : 2 minutes

Figure 58 : Profils WB TDP43 avec I’anticorps 2G10 (cortex frontal)

Une bande a 45 kDa de forte intensité était observable pour tous les prélevements de
cortex. De maniére intéressante, cet anticorps semblait mettre en évidence le fragment de 25
kDa précédemment observé avec I’anticorps dirigé contre les sérines phosphorylées en
position 409 et 410 (**). Pour rappel, 1’épitope de cet anticorps comprend les acides aminés
201 a 220 de la protéine TDP43 totale (tableau XXI). Or, le fragment de 25 kDa

correspondrait aux acides aminés C-terminaux 184 a 414 de la protéine TDP43 (Che, Jiang et
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al. 2011, Furukawa, Kaneko et al. 2011). Il semblerait donc probable que les anticorps dirigés
contre des acides aminés aprés le 184°™ acide aminé puissent mettre en évidence ce fragment

de 25 kDa.

2.2.2 Profils obtenus par la technique du Simple Western

La figure 59 compare les résultats obtenus entre les 2 techniques pour les fractions SDS et
urée d’un cortex frontal d’un patient présentant des inclusions TDP43 en utilisant 1’anticorps

10782-2-AP :

N
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Ac 10782-2-AP

Figure 59 : Comparaison des profils protéiques entre Western Blot et Simple Western

L’analyse des fractions SDS et urée par la technologie Simple Western mettaient en
évidence des bandes similaires a celles de la culture cellulaire SH-SYSY précédemment
analysée (44 et 54 kDa). La fraction urée mettait en évidence des bandes supplémentaires de
29 et 35 kDa qui n’étaient pas présentes dans la fraction SDS. Nous avions vu précédemment
que la bande majoritaire observée dans les profils Western Blot était aussi comparable aux
cultures cellulaires. Nous pouvions donc observer une similitude entre les profils protéiques
obtenus par les 2 méthodes, a I’exception du décalage des masses apparentes précédemment

décrit.
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Nous nous sommes intéressés par la suite aux anticorps qui avaient présenté des
différences avec la technique du Western Blot entre les prélévements cérébraux de patients
porteurs d’inclusions TDP43 et ceux sans inclusion, a savoir les anticorps 22309-1-AP
(anticorps spécifique des phosphorylations en position 409/410) et D’anticorps 2G10. Les
fractions urée des 4 patients pour lesquels nous disposions de cortex frontal ont été comparées

avec ces 2 anticorps (figure 60).
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Figure 60 : Profils SW TDP43 avec les anticorps 22309-1-AP et 2G10 (cortex frontal)

L’anticorps 22309-1-AP retrouvait les différences de profils précédemment décrites
par la technique Western Blot (figure 52) avec un temps d’exposition de 4 secondes. Les
bandes supplémentaires présentes chez les patients présentant des inclusions TDP43 (**)
¢taient estimées a 37 kDa: on retrouvait donc 1’ordre de grandeur du décalage de masse
apparente pour les formes tronquées de la protéine TDP43 également. Des différences de
profils étaient également observables pour I’anticorps 2G10 (**). A la différence de
I’anticorps 22309-1-AP, le temps d’exposition nécessaire pour mettre en ¢évidence ces
différences était de 512 secondes. En utilisant ce temps d’exposition, la bande a 54 kDa
n’était plus présente (phénomeéne d’extinction de signal représenté sur la figure par
I’accolade). Ces résultats étaient concordants une fois de plus avec ceux obtenus par la
technique du Western Blot : en effet, le temps nécessaire a I’apparition des bandes a 25 kDa
chez les patients TDP43 positifs était de 2 minutes avec ’anticorps 2G10 contre 10 secondes
pour I’anticorps 22309-1-AP. Les analyses réalisées sur prélévements cérébraux confirmaient
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donc la différence de taille de la protéine TDP43 entre les 2 techniques. Par ailleurs, les
profils spécifiques mis en évidence pour les anticorps 22309-1-AP et 2G10 observés par la

technique du Western Blot étaient également retrouvés avec la technique Simple Western.

2.3 La protéine TDP43 dans le LCS

L’analyse des profils de la protéine TDP43 dans le LCS a été permise apres le développement
de la technique Simple Western puis sa validation sur échantillons cérébraux. Les résultats
présentés se concentreront une nouvelle fois sur ’anticorps 10782-2-AP, considéré comme
I’anticorps de référence et les 2 anticorps 22309-1-AP et 2G10 qui ont démontré un intérét
diagnostique en mettant en évidence des profils différents en fonction de la présence
d’inclusions de protéine TDP43 ou non. La figure 61 détaille les résultats obtenus avec un
¢chantillon de LCS de 2 patients porteurs d’une expansion sur le géne C9ORF'72 (patients 1 et

11 du tableau XV) avec différentes techniques de pré-traitement.

» & &
& 5(‘@‘\49\‘?9 k\\ F P
RPN P2l 2P ¥ PSS RS
R0 I F SF 4R 4 ﬁ@‘ﬁ'5‘é"°\»@@“
kDa K
e FEIFSIF SIS P
20-
180
180-
16-
116-
% - pE—— —
&
—

Ac 10782-2-AP - Exposition 4 secondes

Figure 61 : Profils SW TDP43 avec I’anticorps 10782-2-AP (LCS)
Différentes préparations de LCS (a gauche) et essais d’interférences avec 1’albumine et les

immunoglobulines (a droite)

Un échantillon de culture cellulaire HEK 293T, servant de contrdle positif, avait été
analysé en parallele des échantillons de LCS. Le premier échantillon de LCS déposé, soit le

LCS natif, mettait en évidence une seule bande a 62 kDa. 500 uL et 900 uL de ce méme LCS
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ont été précipité a 1’acétone selon le protocole précédemment décrit et repris par 50 pL de
tampon de reprise : les facteurs de concentration effectués étaient donc x 10 et x 18
respectivement. La précipitation a partir de 500 pl de LCS mettait en évidence la méme bande
a 62 kDa, mais de plus forte intensité. La précipitation a partir de 900 pL de LCS retrouvait
également cette bande avec une intensité¢ encore plus forte et faisait également apparaitre
d’autres bandes d’intensité modérée. Aucune d’entre elles ne correspondait au poids
moléculaires observés dans la culture cellulaire. L’échantillon de LCS a également été
concentré par ultrafiltration avec une Vivaspin 5 kDa : la seule bande observée était la bande
précédemment décrite a 62 kDa. Ce résultat était précédemment décrit dans la littérature. En
2008, Steinacker et al. avaient étudié les profils Western Blot de la protéine TDP43 dans le
LCS. Dans cette étude, I’anticorps 10782-2-AP avait déja échoué a mettre en évidence une
bande spécifique de la protéine TDP43 a 45 kDa, y compris avec des prises d’essai allant
jusqu’a 200 pL. D’autres anticorps évalués mettaient cependant en évidence une bande a 45
kDa, au méme niveau que leur contrdle positif : malheureusement ces anticorps fabriqués
pour les besoins de leur étude étaient peu décrits (Steinacker, Hendrich et al. 2008). Une autre
différence potentiellement majeure entre cette étude et la réalisation de nos essais consistait

dans la préparation initiale du LCS.

Dans 1’é¢tude de Steinacker et al., le protocole pré-analytique ne décrit qu’une
congélation des prélévements avant analyse. Or, dans notre étude, les prélévements de LCS
ont été systématiquement centrifugés avant congélation puis les analyses des différents
marqueurs par technique ELISA ont été réalisées sur surnageant. Bien que le LCS soit une
matrice biologique paucicellulaire a 1’état physiologique, on peut considérer une
concentration en globules blancs inférieure a 5 / pL comme normale. Ces différences de

profils pourraient-elles également étre expliquées par la différence de nature d’échantillon ?

Le profil obtenu dans un second LCS natif a été comparé a des solutions d’albumine et
d’immunoglobulines, deux composants protéiques importants de cette matrice biologique. Le
profil du LCS natif était superposable a ceux observés dans les solutions d’albumine et
d’immunoglobulines. Par ailleurs, [’échantillon de LCS déplété en albumine et
immunoglobulines ne présentait plus aucun signal, corroborant notre résultat précédent. Ainsi,
le signal observé est non spécifique et correspond probablement a une détection de 1’albumine
et/ou des immunoglobulines.
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Dans une étude de 2014, Feneberg et al. retrouvaient cette bande a 45 kDa avec le
méme anticorps (et potentiellement avec des échantillons de LCS non centrifugés également)
a laquelle s’ajoutaient des bandes correspondant a de ’albumine et des immunoglobulines.
Par ailleurs, cette étude concluait que la protéine TDP43 observée dans le LCS dérivait du
sang et ne correspondait donc pas a la forme pathologique de la protéine, limitant alors ses
performances diagnostique (Feneberg, Steinacker et al. 2014). En 2018, Majumder et al.
réalisaient une méta-analyse des performances diagnostiques de la protéine TDP43 dans le
LCS a I’aide des technologies Western Blot et ELISA. Aucune nouvelle étude portant sur la
description des profils protéiques de TDP43 par Western Blot n’était recensée hormis ces

deux études précédentes (Majumder, Gregory et al. 2018).

Nous avons également étudié les profils de la protéine TDP43 a I’aide des anticorps
22309-1-AP et 2G10. Pour rappel, ces 2 anticorps avaient été les seuls a proposer des profils
discriminants a partir des échantillons cérébraux de patients. Deux patients étaient analysés :
un patient porteur d’une expansion C9ORF72 (patient 11 du tableau XV = LCS1) et un
second patient sans variant génétique observé dans notre étude (LCS2). Une nouvelle fois, les
¢chantillons natifs ont été analysés en comparaison de ces échantillons déplétés en albumine

et immunoglobulines.
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Figure 62 : Profils SW TDP43 avec les anticorps 22309-1-AP et 2G10 (LCS)
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Ces deux anticorps montraient des résultats comparables a 1’anticorps 10782-2-AP :
les deux LCS natifs présentaient deux bandes aux alentours de 60 kDa. Ces dernicres

disparaissaient apres déplétion en albumine et immunoglobulines.

Nous nous sommes alors demandé si les concentrations en albumine et
immunoglobulines dans le LCS pouvaient étre des facteurs confondants dans le dosage de la
protéine TDP43 par technique ELISA. Pour les patients pour lesquels nous disposions de ces
données supplémentaires, aucune corrélation n’était observée entre la concentration en
albumine ou en immunoglobulines et la concentration en protéine TDP43 totale (p = 0.89 et p
= 0.63 respectivement). Cependant, nous avons également pu montrer que les patients atteints
de SLA présentaient une concentration en immunoglobulines dans le LCS supérieure a celle
des patients non atteints de SLA (p = 0.04). La présence d’une augmentation des
immunoglobulines dans le LCS pourrait donc expliquer partiellement 1’augmentation de la

protéine TDP43 dans le LCS.

2.4 La protéine TDP43 dans le sang total

Dans cette derniére étude, nous nous sommes focalisés sur les profils protéiques de la protéine
TDP43 dans les différents compartiments du sang total. Les résultats peu concluants des
profils protéiques dans le LCS pouvaient étre expliqués par le fait que les anticorps utilisés ne
semblent que partiellement spécifiques de la protéine TDP43 et interagissent avec 1’albumine
et les immunoglobulines, deux composants protéiques importants de cette matrice biologique.
Par ailleurs, la protéine TDP43 ¢étant intracellulaire, nous avons voulu déterminer quelles

fractions du sang total pouvaient contenir cette protéine.

La figure 63 présente les profils de la protéine TDP43 dans les plaquettes, les PBMC,
les globules rouges (GR) et le plasma obtenus chez un témoin, en comparaison du profil

obtenu dans une culture cellulaire.
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Figure 63 : Profils TDP43 avec ’anticorps 10782-2-AP (sang total)

Les résultats obtenus étaient totalement concordants entre les deux techniques Western
Blot et Simple Western. Le culot plaquettaire analysé mettait en évidence une seule bande
dont le poids moléculaire était identique a celui observé dans les cultures cellulaires. Les
PBMC (lymphocytes et monocytes) présentaient une bande de forte intensité, mais de poids
moléculaire inférieur a la culture cellulaire SH-SYS5Y. D’autres bandes de plus faible taille
¢taient ¢galement observées. L’étude des globules rouges par Western Blot mettait en
¢vidence de nombreuses bandes, dont la principale présentait un poids moléculaire inférieur a
30 kDa. Finalement, le plasma présentait des bandes dont les 2 principales se situaient au-dela
du poids moléculaire de la protéine TDP43 de la culture SH-SY5Y. Seul le culot plaquettaire

présentait une bande comparable a la culture cellulaire SH-SYS5Y.

La précipitation a [’acétone de 1’échantillon de plasma selon le protocole
précédemment décrit renforgait I’intensité¢ de la bande a 62 kDa (smear) et faisait apparaitre
une bande de forte intensité a 28 kDa. Ces bandes étaient superposables a celles observées
dans les solutions d’albumine et d’immunoglobulines. Ce nouvel essai confirmait donc nos
résultats décrits lors de 1’é¢tude du LCS, I’albumine et les immunoglobulines étant tres
concentrées dans le plasma. A I’inverse, les profils observés dans les PBMC et a fortiori dans
les culots plaquettaires ne montraient aucune bande en commun avec [’albumine ou les
immunoglobulines. La détection de la protéine TDP43 intracellulaire semble donc étre une

stratégie trés pertinente avec cet anticorps.
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Cependant, le plasma étant I’'une des matrices les plus fréquemment utilisées en
biologie car trés facilement accessible, nous avons voulu évaluer les anticorps qui semblaient
discriminants sur les échantillons cérébraux. Du plasma de 5 patients dont le génotypage avait
été réalisé précédemment (2 patients 1 et 11, porteurs d’une grande expansion C9ORF72 et 3
patients sans mutation C9ORF72 ou GRN observée) a été précipité a 1’acétone pour obtenir

une concentration en protéines totales identiques pour tous les échantillons.
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Figure 64 : Profils SW TDP43 dans le plasma

Des bandes correspondant a I’albumine et aux immunoglobulines étaient observées
pour tous les patients et avec tous les anticorps. L’anticorps 10782-2-AP ne mettait pas de
bande spécifique en évidence. En revanche, les anticorps 22309-1-AP et 2G10 retrouvaient
une bande similaire estimée a 49 kDa (**). Cette bande était plus intense chez les patients
porteurs d’une expansion sur le géne C9ORF72. Ainsi, le plasma pourrait étre une matrice
plus intéressante pour 1’étude des profils protéiques de TDP43 que le LCS. En 2009, Foulds ef
al. avaient proposé une étude de la protéine TDP43 totale et de la protéine TDP43
phosphorylée sur des échantillons plasmatiques de patients atteints de DLFT (Foulds,
Davidson et al. 2009). Leur dosage ELISA «maison » révélait une augmentation de la
protéine TDP43 plasmatique chez les patients présentant des inclusions TDP43. Par ailleurs,
des plasmas déplétés en albumine et immunoglobulines avaient été analysés en Western Blot.

Les profils en Western Blot présentaient des signaux plus intenses pour les plasmas dont les
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densités optiques en ELISA étaient fortes et inversement. Cependant, les profils protéiques
présentés ressemblaient beaucoup aux profils de I’albumine et des immunoglobulines
présentés auparavant. Nous avons observé lors de notre étude que pour les plasmas
particulierement concentrés en albumine et immunoglobulines, une étape de déplétion n’était
pas forcément toujours suffisante pour totalement supprimer le signal observé avec 1’anticorps
phosphorylé qui présente une forte affinité pour ces protéines. Enfin, en 2014, Suarez-Calvet
et al. avaient observé une augmentation de la protéine TDP43 phosphorylée plasmatique chez
les patients porteurs de mutations C9ORF72 ou GRN en comparaison de patients DLFT sans

mutation décrite ou chez des contrdles (Suarez-Calvet, Dols-Icardo et al. 2014).

Devant des premiers résultats encourageants, I’étude des profils protéiques de la
protéine TDP43 dans les culots plaquettaires a fait I’objet d’une publication internationale
présentée a la fin de ce manuscrit (Fourier, Escal et al. 2018). Cette étude présente la
faisabilité¢ technique et les avantages de I’analyse des culots plaquettaires par la technique
Simple Western. En plus de présenter un profil qualitatif, nous étions en mesure de quantifier
le signal de la bande présente dans les culots plaquettaires de 9 patients atteints de DLFT
(aucun d’entre eux ne présentait de variant C9ORF72 et GRN). Malgré une normalisation de
la concentration en plaquettes dans chaque suspension (200 G/L), des différences tres
importantes de signaux étaient observables : le signal le plus fort était 30 fois plus fort que le
signal le plus faible. Des essais de validation de cette méthode ont par ailleurs été réalisés.
Une linéarité des signaux était observée suite a la réalisation de dilutions en cascade d’un
¢chantillon. Par ailleurs, la variabilité au sein d’un essai (répétabilité¢) était de 5.7 %, donc
bien largement inférieure aux variations observées entre les prélevements. Ces différents
¢léments nous ont permis de valider le principe technique de 1’analyse des échantillons

plaquettaires par notre protocole Simple Western.
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Figure 65 : Validation de méthode Simple Western sur échantillons plaquettaires
A. Essais de linéarité ; B. Répétabilité

Cette étude est bien entendue préliminaire. Il sera par la suite nécessaire d’étudier les

facteurs pré-analytiques, physiologiques (age, sexe des patients) ou pathologiques sur de plus

larges cohortes de patients afin de déterminer si 1’analyse de la protéine TDP43 dans les

plaquettes peut se révéler €tre un biomarqueur candidat dans le diagnostic des DLFT. Par

ailleurs, aucun patient ne présentait de variant génétique pathogeéne dans cette étude.

L’analyse de culots plaquettaires de patients présentant les différents variants C9ORF72 ou

GRN sera particulierement intéressante pour observer d’éventuelles variations quantitatives

associées ou non a des profils protéiques spécifiques chez ces patients.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES
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Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) représentent la troisiéme
étiologie de trouble neurocognitif chez ’adulte de moins de 65 ans, avec une incidence
estimée dans différents pays européens entre 4 et 30 pour 100 000 (Luukkainen, Bloigu et al.
2015). Les DLFT constituent un groupe de maladies trés hétérogenes sur le plan clinique,
histopathologique et génétique. Les DLFT restent encore méconnues et sous-diagnostiquées,
d’autant que certains phénotypes cliniques peuvent répondre aux criteres de maladie
d’Alzheimer probable. Les troubles du comportement et de I’humeur peuvent également
¢garer le diagnostic vers des pathologies psychiatriques : on estime qu’environ 40 % des cas
de DLFT ne sont actuellement pas diagnostiqués. L’enjeu de recherche biomédicale et de

santé publique des DLFT est donc majeur.

Des critéres diagnostiques ont été proposés pour améliorer le diagnostic des DLFT
(Gorno-Tempini, Hillis et al. 2011, Rascovsky, Hodges et al. 2011) : une DLFT peut ainsi étre
classée en possible, probable ou certaine. Chez un patient présentant un phénotype clinique
compatible, le diagnostic de DLFT sera certain lorsque des preuves histopathologiques et/ou
un variant génétique pathogéne connu seront mis en évidence. Ce dernier point est
particulierement important car une histoire familiale est décrite chez 40 a 50 % des patients
atteints de dégénérescence lobaire frontotemporale (Pottier, Ravenscroft et al. 2016). En 2017,
Gao et al. recensaient 14 genes responsables de DLFT ou de DLFT-SLA (Gao, Almeida et al.
2017). Parmi ceux-ci, 2 génes fréquemment impliqués sont associés a la présence d’agrégats

cérébraux de protéine TDP43 : les génes GRN et C9ORF72 (Lee, Porta et al. 2017).

L’objectif de ce travail de thése était d’¢tudier la pertinence de la protéine TDP43
comme biomarqueur candidat des DLFT. Dans quels compartiments cette protéine est-elle
localisée ? Présente-t-elle des profils qualitatifs différents ou des concentrations variables
entre des populations de patients les plus homogenes possibles sur le plan clinique et

neuropathologique ?

Pour répondre a ces différentes questions, le premier versant de ce travail de thése était
consacré au développement d’outils de diagnostic moléculaire afin de constituer une cohorte

de cas DLFT-TDP43 certains. Les méthodes développées ont permis la mise en évidence de

139



variants sur les génes GRN et C9ORF72, ces deux genes étant responsables de la trés large

majorité¢ des DLFT-TDP43 familiales.

L’¢étude du géne GRN a reposé sur ’amplification de ses exons a 1’aide de différentes
PCR puis un séquengage des amplicons par technique Sanger. Lors de notre étude, 1 micro-
délétion et 1 micro-insertion non encore décrites étaient a I’origine d’un décalage de lecture et
de I’apparition d’un codon Stop prématuré, résultant en une protéine progranuline tronquée.
Ces résultats étaient concordants avec le dosage de la protéine progranuline dans le plasma de
ces deux patients qui était diminuée par rapport a des patients ne présentant pas de variants
sur le géne GRN. Le dosage de la protéine progranuline dans le LCS mettait également en
évidence une diminution de sa concentration chez des patients porteurs de variants sur le géne
GRN par rapport a des patients non porteurs de variants (n = 5). Le dosage quantitatif de la
protéine progranuline (dans le LCS ou le plasma) s’avere donc une stratégie trés efficace pour
effectuer le screening des variants non-sens (apparition d’un codon Stop) ou faux-sens
entrainant un décalage du cadre de lecture sur le géne GRN (Ghidoni, Benussi et al. 2008). La
plupart des mutations actuellement décrites appartiennent a cette catégorie. En poursuivant le
diagnostic moléculaire sur le géne GRN pour des patients atteints de DLFT, nous serons
probablement amenés a mettre en évidence des variants de signification indéterminée, par
exemple un variant a 1’origine d’un changement d’un acide aminé : ces variants seront-ils

responsables d’une diminution de la protéine progranuline circulante ?

La mise en évidence et la caractérisation de grandes expansions (G4C,), sur le geéne
C90ORF72 a été permise grace a I’analyse combinée des résultats de différentes méthodes de
diagnostic moléculaire. En effet, la présence d’une expansion d’hexanucléotides était associée
a la présence d’un profil évocateur (en dents de scie) par la technique de RP-PCR et d’une
seule bande observable par la technique de PCR classique. Si le profil n’était pas évocateur en
RP-PCR, on pouvait conclure a I’absence de grande expansion. Le patient était alors
homozygote sain ou hétérozygote sain selon les résultats de la PCR (1 ou 2 bandes
observées). Les prélevements étaient également systématiquement analysés par la technique
du Southern Blot, qui a montré une sensibilité et une spécificité de 100 % par rapport a la RP-
PCR. Cette technique présentait plusieurs avantages. Tout d’abord, le Southern Blot est
quasiment la seule technique validée permettant de déterminer la longueur des grandes
expansions (G4C,), sur le géne C9ORF72 (Beck, Poulter et al. 2013, Nordin, Akimoto et al.
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2015). De plus, cette technique permet de s’affranchir du risque de faux-négatifs
potentiellement observés par RP-PCR. En effet, des micro-insertions / délétions ou des
variations dans la séquence d’ADN au niveau du site de fixation des amorces de la RP-PCR

peuvent €tre a 1’origine d’une absence d’amplification (Suh, Grando et al. 2018).

Récemment, Ebbert ef al. ont néanmoins réussi a séquencer des expansions (G4C,),
sur le géne C9ORF72 a I’aide de technologies de séquengage de nouvelle génération apres
transfert de 1’expansion dans un plasmide (Ebbert, Farrugia et al. 2018). Cette avancée
technique permettrait d’évaluer la taille des expansions, mais surtout de déterminer si les
répétitions sont homogenes ou sont interrompues par des séquences non (G4C;). De telles
interruptions pourraient en effet interagir sur 1’age de début ou I’évolution de la maladie,
comme cela a été décrit dans d’autres pathologies liées a des expansions de répétitions de
nucléotides (Stolle, Frackelton et al. 2008, Kraus-Perrotta and Lagalwar 2016). Dans le cadre
d’un appel d’offres obtenu début 2018, nous avons également entrepris récemment 1’analyse
des grandes expansions sur le géne C9ORF72 par des technologies similaires de séquengage
nouvelle génération. Une préparation par technologie CRISPR-Cpf1 (Zetsche, Gootenberg et
al. 2015) permettrait de cliver la région spécifique d’ADN comprenant les expansions (G4C5),
et de pouvoir la séquencer sans avoir recours a une amplification. L’objectif du
développement de cette technologie est double : en parallele de 1’étude de la nature des
expansions, nous pourrions limiter voire supprimer le recours au Southern Blot, technique
bien maitrisée au laboratoire mais entie¢rement manuelle, longue et nécessitant le recours a de

la radioactivité.

La détermination des concentrations plasmatiques de la protéine C9orf72 a ¢galement
été réalisée dans le cadre de ce travail. L’une des hypothéses physiopathologiques a 1’origine
d’un phénotype clinique de DLFT pourrait étre une éventuelle haplo-insuffisance causée par
les grandes expansions sur le géne C9ORF72 (Balendra and Isaacs 2018). Nous n’avons pas
observé de différence significative pour les concentrations en protéine entre les patients
porteurs d’une expansion C9ORF72 et ceux sans expansion. Ces résultats sont peu en faveur
d’une haplo-insuffisance, au moins dans le compartiment périphérique, mais mériteraient
d’étre complétés par I’analyse des différentes isoformes de la protéine C9orf72 dans le plasma
et sur tissu cérébral (Waite, Baumer et al. 2014). Par ailleurs, I’absence de différence entre les

2 populations ne permet pas de proposer le dosage plasmatique de la protéine C9orf72 comme
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marqueur de dépistage d’une expansion sur le géne C9ORF72 (Fourier, Formaglio et al.
2018). A I’inverse, des protéines produites dans le cadre d’une traduction non conventionnelle
des expansions (G4C,), appelées CORAN (CY9 repeat non-associated ATG) ont été mises en
¢vidence dans le LCS des patients porteurs d’une expansion CY9ORF72, qu’ils soient
symptomatiques ou non (Gendron, van Blitterswijk et al. 2015, Lehmer, Oeckl et al. 2017).
Le déploiement de ce dosage pourrait permettre la pré-sélection de patients devant bénéficier
du génotypage C9ORF72. Par ailleurs, les dosages de la progranuline et des CORAN
pourraient s’avérer trés utiles pour évaluer ou proposer un suivi biologique de nouvelles

thérapeutiques ciblées (Cenik, Sephton et al. 2011, Gendron, Chew et al. 2017).

Le développement de ces outils de biologie moléculaire nous a permis de constituer
une cohorte de 26 cas certains de DLFT-TDP43 (voir tableau XV). Parmi ces 26 cas certains,
nous disposions de prélevements de LCS pour 24 d’entre eux. La deuxiéme partie de ce
travail de thése consistait en une analyse des résultats quantitatifs de différents marqueurs
dans le LCS au sein de ce groupe de patients puis leur comparaison a des groupes homogenes
sur le plan clinique et/ou protéinopathie théorique. Les 3 sous-groupes de comparaison étaient
constituées de patients atteints de SLA ou de variant sémantique (diagnostic probable de
DLFT-TDP43), de patients atteints de paralysie supranucléaire progressive (diagnostic
probable de DLFT-Tau) et d’une population de patients présentant une pathologie
psychiatrique primaire (absence théorique d’inclusions Tau et TDP43). Cette étude était

réalisée sur une cohorte totale de 104 patients.

Les premiers marqueurs analysés étaient les biomarqueurs du LCS de la maladie
d’Alzheimer. Ces marqueurs permettent de renforcer la confiance dans le diagnostic de
maladie d’Alzheimer car ils mettent en ¢évidence des preuves d’un processus
physiopathologique de la maladie d’ Alzheimer chez un patient dément (McKhann, Knopman
et al. 2011). Les dosages validés des marqueurs du LCS, a savoir la protéine Tau totale, sa
forme phosphorylée en position 181 et le peptide amyloide AP 1-42, ne sont pas réalisés pour
tous les patients présentant un tableau clinique de maladie d’Alzheimer, mais présentent
surtout une plus-value diagnostique dans les pathologies mixtes, les présentations atypiques
ou encore pour les patients dont le diagnostic clinique est ambigu (Niemantsverdriet, Valckx
et al. 2017). Cette indication clinique prend notamment toute sa place dans le diagnostic
différentiel d’une DLFT (notamment son variant comportemental) et d’une variante
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comportemental de la maladie d’Alzheimer (Borroni, Benussi et al. 2018). Les marqueurs de
la maladie d’Alzheimer ont donc été naturellement évalués dans ce contexte par de
nombreuses équipes pour comparer des populations de patients atteints de maladie
d’Alzheimer, de DFLT ou de contréles (Riemenschneider, Wagenpfeil et al. 2002, Bibl,
Gallus et al. 2012, Struyfs, Niemantsverdriet et al. 2015, Llorens, Schmitz et al. 2016). Dans
notre étude, les meilleures performances diagnostiques obtenues pour chacun de ces 3
marqueurs analysés isolément étaient obtenues pour la protéine Tau totale (tableau XVIII).
L’association des marqueurs Tau totale et Tau phosphorylée, sous forme du ratio pTau / tTau
présentait de trés bonnes performances diagnostiques. La population de cas certains TDP43
présentait les valeurs du ratio pTau/tTau les plus basses et ces valeurs étaient différentes de
celles des cohortes DLFT-Tau et psychiatriques. De manicre intéressante, on pouvait
¢galement observer que les patients de la cohorte psychiatrique présentaient les valeurs du
ratio pTau/tTau les plus élevées et ce ratio était statistiquement différent de 1’ensemble des
autres cohortes étudié¢es. Ces résultats étaient concordants avec les données retrouvées dans la

littérature (Borroni, Benussi et al. 2015, Vijverberg, Dols et al. 2017).

Le deuxieme dosage effectué était celui des chaines 1égeres des neurofilaments NfL.
Ce marqueur a été¢ beaucoup analysé ces derni¢res années, grace au développement de kits
industriels de bonne qualité analytique (Oeckl, Jardel et al. 2016) et a des études possibles
dans le LCS mais aussi dans le plasma de patients notamment (Novakova, Zetterberg et al.
2017). Les cohortes de cas DLFT-TDP43 certains et probables présentaient une augmentation
des NFI supérieure aux cas DLFT-Tau. La cohorte de patients atteints de troubles
psychiatriques présentait les concentrations en NfL les plus faibles (figure 42). Ces résultats
¢taient une nouvelle fois concordants avec les données de la littérature (Vijverberg, Dols et
al. 2017, Goossens, Bjerke et al. 2018). Enfin, on observait également des différences dans les
concentrations de NfL entre patients atteints de SLA (associée a une DLFT ou non) et patients

souffrant de DLFT-TDP43 pure (figure 43).

Le métabolisme des neurofilaments inclut une phosphorylation sur des répétitions
lysine-sérine-proline hautement conservées localisées dans le domaine C-terminal des chaines
moyennes et lourdes. Cette phosphorylation permettrait de réguler certains aspects de leur
métabolisme et de leur transport (Dale and Garcia 2012). Les chaines lourdes phosphorylées
des neurofilaments (pNfH) ont également ét¢ mesurées dans les cohortes de patients atteints
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de DLFT et/ou SLA (Poesen, De Schaepdryver et al. 2017). Les pNfH mesurés dans le LCS
¢taient augmentés chez les patients atteints de SLA par rapport a une population contrdle
incluant des DLFT : les pNfH seraient donc plus spécifiques de la SLA que les NfL (qui sont
augmentés dans le LCS des patients DLFT et SLA). L’intérét pronostique des NfL (Gaiani,
Martinelli et al. 2017) et des pNfH (McCombe, Pfluger et al. 2015) a ¢galement ¢été analysé :
une augmentation de ces marqueurs serait ainsi corrélée a une progression plus rapide de la
maladie. L’intérét des neurofilaments (qu’il s’agisse des chaines légeres ou des chaines
lourdes phosphorylées) a ét¢ démontré dans d’autres pathologies comme la sclérose en
plaques (Disanto, Barro et al. 2017), la maladie de Huntington (Byrne, Rodrigues et al. 2017)
ou dans les commotions cérébrales (Shahim, Zetterberg et al. 2017). La place exacte de ces
marqueurs reste encore a déterminer dans la pratique quotidienne, mais il semble évident que

I’analyse de ces marqueurs pourrait étre proposée dans de multiples indications.

Nos résultats mettaient en évidence des concentrations de NfL dans le LCS les plus
basses pour la cohorte de patients atteints de pathologies psychiatriques. Un travail
préliminaire avait présenté les performances diagnostiques et la valeur seuil retenue pour
discriminer la cohorte DLFT-TDP43 certaine de la cohorte de patients atteints de troubles
psychiatriques (Fourier, Formaglio et al. 2018). Nous avons voulu poursuivre ce travail en
déterminant la valeur seuil pour discriminer totalement les atteintes psychiatriques d’une plus
grande cohorte de patients atteints de maladies neurodégénératives. Ce travail, actuellement
en finalisation de rédaction, permettrait d’orienter les cliniciens dans le diagnostic différentiel

entre pathologie psychiatrique et TNC.

La détermination de marqueurs quantitatifs du LCS a été finalisée par I’étude de la
protéine TDP43 totale. Ce marqueur a montré de pietres performances diagnostiques pour
discriminer nos 4 sous-groupes de patients (figure 43). La protéine TDP43 a montré un
potentiel intérét pour discriminer les patients atteints de pathologies du motoneurone des
patients présentant une pathologie cognitive pure. Cependant, ces performances diagnostiques
¢taient inférieures a celles des neurofilaments dans cette indication. Ces résultats décevants
pouvaient-ils étre expliqués par la mauvaise spécificité des anticorps utilisés dans les kits de
dosage de la protéine TDP43 (Feneberg, Gray et al. 2018) ? Nous nous sommes donc

intéressés aux profils qualitatifs de la protéine TDP43 dans différentes matrices biologiques.
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Le développement d’un essai reposant sur la technologie Simple Western a donc été
réalisé, en comparaison du Western Blot considéré comme la méthode de référence.
L’adaptation de la détermination des profils de la protéine TDP43 sur une technologie
capillaire et automatisée présentait plusieurs avantages. Tout d’abord, cette technologie
permettait de décupler le nombre d’échantillons et d’anticorps étudiés, tout en limitant les
prises d’essai et la consommation des anticorps. Par ailleurs, toutes les conditions de 1’essai
étaient standardisées (de I’électrophorese jusqu’a la détection par chimiluminescence),
facilitant les comparaisons entre conditions analytiques. Une étude de la protéine TDP43
endogéne provenant de 2 cultures cellulaires différentes mettait en évidence des profils
protéiques comparables entre Simple Western et Western Blot, a 1’exception d’un décalage
des masses apparentes (figure 54). Ces résultats ont été confirmés en analysant ces protéines
endogeénes avec différents anticorps provenant d’especes animales différentes ou présentant

des épitopes différents.

La validation de 1’essai Simple Western sur échantillons cérébraux bien caractérisés
permettait de confirmer la concordance des résultats obtenus entre les 2 techniques. L’analyse
des profils obtenus a I’aide de 1’anticorps dirigé contre les sérines phosphorylées en position
409 et 410 (c’est-a-dire I’anticorps 22309-1-AP) mettait en évidence la forme totale de la
protéine TDP43 associée a des formes tronquées de la protéine. Ces profils sont
caractéristiques de ce que l’on observe dans les tissus cérébraux de patients porteurs
d’inclusions de protéine TDP43 identifiées par immunohistochimie (Hasegawa, Arai et al.
2008, Okamoto, Fujita et al. 2015). Les bonnes performances de cet anticorps ont €té par
ailleurs décrites dans une étude inter-laboratoires portant sur 1’analyse immunohistochimique
de prélevements cérébraux (Alafuzoff, Pikkarainen et al. 2015). De maniére intéressante, un
anticorps en cours de développement par la société AJ Roboscreen™ (anticorps 2G10) mettait
¢galement en évidence des profils spécifiques pour les prélevements de cortex frontal de

patients présentant des inclusions de protéine TDP43 (figure 60).

L’essai Simple Western nouvellement validé a finalement été utilisé pour analyser les
profils qualitatifs de la protéine TDP43 dans des matrices accessibles du vivant du patient.
Les formes solubles (dans le LCS et le plasma) et les formes intracellulaires (dans les
¢léments figurés du sang) de la protéine TDP43 ont pu étre comparées a I’aide des différents
anticorps dirigés contre cette protéine. Les profils qualitatifs obtenus dans le LCS natif ne
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mettaient pas en évidence de protéine TDP43 mais retrouvaient des bandes compatibles avec
la présence d’albumine et d’immunoglobulines, deux protéines fortement concentrées dans
ces deux matrices biologiques et probablement interférentes dans les signaux observés (figure
61). Malgré des procédés de concentration des échantillons (par précipitation ou par
ultrafiltration), I’analyse du LCS ne permettait pas 1’obtention d’un profil caractéristique de la
protéine TDP43. Ce résultat était donc discordant par rapport a une étude de 2008 (Steinacker,
Hendrich et al. 2008). Une raison suspectée pour expliquer cette différence étant la nature des
prélevements de LCS utilisés. Dans notre étude, les prélevements de LCS étaient en effet
préalablement centrifugés donc dépourvus d’éléments cellulaires. Ce manque de spécificité
des anticorps a été retrouvé lors de 1’étude des prélévements plasmatiques : les profils obtenus
mettaient principalement en évidence I’albumine et les immunoglobulines plasmatiques
(figure 61). Néanmoins, I’analyse de cinq prélévements plasmatiques - incluant 2 patients
porteurs d’expansion C9ORF72 - dont les concentrations en protéines totales étaient
normalisées retrouvait une bande spécifique de tres faible intensité avec les anticorps ayant
précédemment démontré leur intérét sur tissu cérébral (figure 64). Cette bande était plus
intense chez les patients porteurs d’une expansion C9ORF72. Ces résultats mériteraient d’étre
approfondis en intégrant des cohortes plus grandes, bien établies sur le plan du diagnostic
moléculaire. Par ailleurs, ces résultats illustrent I’importance de I’étude des profils qualitatifs
dans les matrices biologiques, les anticorps actuellement disponibles se montrant trop peu
spécifiques de la protéine TDP43. Le développement de nouveaux anticorps moins sensibles
aux interférences avec 1’albumine et les immunoglobulines semble indispensable. Leur
spécificité pourrait ainsi étre validée grace a I’évaluation du profil de la protéine TDP43 dans
le LCS ou le plasma grace a la technique Simple Western. Seuls ces anticorps devraient
ensuite étre sélectionnés dans les kits de dosages quantitatifs de type ELISA pour réellement
évaluer les performances diagnostiques de la protéine TDP43 comme potentiel marqueur

¢tiologique des DLFT dans ces matrices périphériques.

Finalement, I’étude des profils de la protéine TDP43 des éléments figurés du sang
s’est révélée capitale car elle permettait de s’affranchir du manque de spécificité des anticorps
précédemment décrit. Les prélévements plaquettaires présentaient un profil identique aux
cultures cellulaires SH-SYSY et HEK 293T et la masse moléculaire de la bande principale
obtenue était similaire a celle obtenue pour les prélévements cérébraux. Les performances

semi-quantitatives de 1’essai Simple Western, précédemment évaluées avec une solution de
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protéine TDP43 recombinante (figure 52), ont ét¢ mises a profit pour comparer des
échantillons plaquettaires de différents patients dont les numérations plaquettaires étaient
préalablement normalisées. Des variations quantitatives ont été observées et étaient largement
supérieures a la variabilité analytique de notre technique de dosage (figure 65). Cette matrice
semble donc prometteuse pour évaluer des modifications quantitatives ou de profils de la
protéine TDP43 intracellulaire (Fourier, Escal et al. 2018). Des études complémentaires sont
maintenant nécessaires pour évaluer le potentiel intérét diagnostique de la protéine TDP43

contenue dans ces prélévements plaquettaires.

En conclusion, les seuls marqueurs biologiques des dégénérescences lobaires fronto-
temporales actuellement validés a ce jour sont les marqueurs utilisés pour le diagnostic
génétique de ces pathologies présentant une forte composante familiale. Dans ce travail, les
outils de diagnostic moléculaire développés pour les variants sur les génes GRN et COORF72
se sont avérés performants pour constituer une cohorte de cas certains DLFT-TDP43. Il
apparait maintenant nécessaire de continuer a développer le diagnostic moléculaire pour les
autres genes a l’origine de cas familiaux de DLFT-TDP43 (TARDBP et VCP notamment),
mais également pour les cas familiaux de DLFT-Tau (MAPT) et DLFT-FUS (FUS). Qu’en
est-il des formes sporadiques ? L’analyse de biomarqueurs dans le LCS a permis de montrer
de bonnes performances diagnostiques pour le ratio pTau/tTau et les neurofilaments.
Cependant, ces marqueurs de dégénérescence neuronale (Tau totale) ou axonale
(neurofilaments) ne sont pas spécifiques des DLFT et sont perturbés dans d’autres étiologies
neurodégénératives. Le dosage de la protéine TDP43 semblerait donc étre un meilleur
marqueur étiologique des DLFT. Malheureusement, le dosage immunologique de cette
protéine dans le LCS ou dans le plasma a montré des résultats limités pour le moment. Cette
contre-performance pourrait probablement é&tre expliquée par le manque de spécificité des
anticorps actuellement disponibles sur le marché. Néanmoins, 1’essai Simple Western
développé dans ce travail avec I’anticorps 10782-2-AP a permis de détecter et de quantifier la
protéine TDP43 intracellulaire présente dans les plaquettes. Une validation est maintenant
nécessaire pour évaluer les performances de ce marqueur candidat dans le diagnostic
étiologique des DLFT. Par ailleurs, I'utilisation de notre protocole utilisant cette plate-forme
de screening a haut-débit permettrait 1’évaluation de nouveaux anticorps plus spécifiques des

formes solubles de la protéine TDP43.
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Annexe 1 : Consentement en vue d’un examen a finalité médicale des caractéristiques

oénétiques chez une personne (Hospices Civils de Lyon)

s

eyl o . e 15, 7k

o lye
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cet examen.
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Annexe 2 : Consentement du patient pour ’utilisation des échantillons biologiques a une

fin de recherche (Laboratoire de Neurochimie, Hospices Civils de Lyon)

MULTI SITES DU CHU DE LYON
Centre de Biologie
af de Pathologie Est Hespices Chils dhe Lyon

59 bd Pinel
G677 BRON Cedex

LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE g

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
SERVICE DE NEUROBIOLOGIE

CONSENTEMENT DU PATIENT POUR L'UTILISATION DES ECHANTILLONS
BIOLOGIQUES A UNE FIN DE RECHERCHE
CHANGEMENT DE FINALITE D'UN PREELEVEMENT BIOLOGIQUE

Madame, Monsieur,

A 'occasion des soins que votre état de santé necessitera, 1l sera proceédé a des prélévements de sang,
de cellules ou de hqmdes lologques pour établir votre diagnoshic et adapter votre tratternent.

Apres avowr réalise les analyses nécessaires a voire prise en charge, le rehiquat de votre prélévement

powrta éfre conserve ef whlisé a des fins de recherche medicale ou scienhfique, dans le respect de la
confidentiahite et de la réglementahon en vigneur.

Vious pouvez, sans conséquence sur votre prise en charge, vous opposer 3 touf moment 3 cette
Tioats

Extrait de I’ Article 1.1211-2 du Code de Santé Publique
Modifié par Loi n"2004-800 du 6 aoiit 2004 - art. 7 JOBF 7 acit 2004

i Le prelevement d'elemenis du corps humain et la collecte de ses produits ne peuvent &fre pratiques
sans le consentement préalable du dommeur. Ce conzentement est révocable 4 tour moment.
L'urilization d'élements et de produits du corps humain a une fin médicale ou scientifigue autre que
celle pour laguelle ils ont été preleves ou collectes est possible, sayf epposition exprimes par la
persomne sur laguelle a été opéré ce prélévement ou cette collecte, diment informée au préalabls de
cefte autre fin. ¥

Professionnel] de santé ayant remis I'information :
NOM QUALITE

NOM et Prénom du patient (ou étiquette)

Date

Taccepte

Je m’oppose
Signature du patient / aldant principal:

Hospices Civls de Lyon - GROUFEMENT HOSFITALIER EST
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Annexe 3 : Protocole de préparation des matrices biologiques issues du sang total

Réception de préléevements de sang total au laboratoire
+ consentement de génétique + consentement d’utilisation des prélévements a des fins de recherche

“\\ 3\ ‘ Centrifugation douce Plasma riche en Centrifugation forte
: ’_/.:“s_‘\; 200 g, 15 min plaquettes 2000 g, 15 min
N =PRP
il %
1 A

/ Plasma pauvre en

plaguettes = PPP
Aliquotage, congélation
et analyse de marqueurs

Extraction d’ADN R?n?ise en suspension (\1es
<—— éléments du sang apres
prélévement du PRP

Analyses génétiques

Centrifugation forte

Numération plaquettaire  Culot plaquettaire ézooo 8 15 min c“';’t plaquettjurr
<~
+ 4 mL de tampon de lavage +4 mL de tampon de lavage

XN Sysmex
Centrifugation forte Tampon de lavage :
2000 g, 15 min Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
Suspension plaguettaire EDTA 2,7 mM ;pH 7,35
Culot plaquettaire Chauffage 37°C, 15 min . 200G L, . : delvse
+x mL de tampon de lyse A|laq:ac?;2§eé:c::agre;323:set 5 mIvT,T\lZ%'I‘lseoyn::/].; 07,35

Triton X 100 20%
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Annexe 5 : Protocole d’extraction de la protéine TDP43 cérébrale -
d’aprés Sampathu, Neumann et al. 2006

Homogénéisation tissu cérébral
=5mL/g (20%)

Idéalement 300 mg par homogénat (environ 1,5 mL tampon)

Low Salt Buffer

N2

Répartition homogénats dans 3 « eppendorf » (environ 500 uL) - Congélation -80°C

2 eppendorf - 500 plL par tube - Centrifugation 25 000 g pendant 30 min - 4°C

Fraction Fraction
LS1 LS 2
Lavage culots par LS Buffer (500 uL) : centrifugation 25 000 g pendant 30 min - 4°C
Elimination Elimination
Surnageant Surnageant

Reprise culots par TX Buffer (5 mL/g) - 500 puL : centrifugation 180 000 g pendant 30 min - 4°C

J |

Fraction Fraction

X2

X1
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Lavage culots par TX Buffer (500 uL) : centrifugation 180 000 g pendant 30 min - 4°C

J J

Elimination
Surnageant

Elimination
| Surnageant

Reprise culots par TX + S Buffer (5 mL/g) - 500 plL : centrifugation 180 000 g pendant 30 min - 4°C

Reprise culots par SARK Buffer (5 mL/g) - 500 pL

Incubation 1h 22°C sous agitation

Centrifugation 180 000 g pendant 30 min - 22°C

| |

Reprise culot par SDS Buffer (1 mL/g) - 100 uL Reprise culot par Urea Buffer (1 mL/g) - 100 pL

Centrifugation 25 000 g pendant 30 min - 22°C

v !
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Composition des tampons

Tampons Réactifs Solvant
Tris pH 7.5, 10 mmol/L
EDTA 5 mmol/L
Low if;?“ffer DTT 1 mmol/L H,0
Sucrose 10 %
Inhibiteur de protéase
Triton-X Buffer Triton-X100 1%
(TX) NaCl 0.5 mol/L LS Buffer
Triton-X + Sucrose Buffer o
(TX+S) Sucrose 30 % TX Buffer
Sarkosyl Buffer N-lauroylsarcosine 1%
(SARK) NaC10.5 mol/L LS Buffer
SDS 2%
SD('SSggifer Tris pH 7.6, 50 mmol/L H,0
Inhibiteur de protéase
. Urée 8 mol/L
Ur?[ejzgfer CHAPS 4% H,0
Tris pH 8.5, 30 mmol/L
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Abstract

Background/Aims: The aim of the study was to assess the theory of haploinsufficiency in
CI90RF72 expansion carriers, the most frequent causative gene of frontotemporal dementia.
Methods: Plasmatic concentrations of C9orf72 protein were measured in 33 patients suspect-
ed of familial frontotemporal dementia using an enzyme-linked immunosorbent assay. Re-
sults: No difference was observed between CIORF72 expansion carriers (21.2% of patients)
and noncarriers (78.8% of patients). C9orf72 protein determination is not a suitable biomark-
er for screening C9ORF72 expansion carriers. Conclusion: Our results provide new evidence
against the hypothesis of haploinsufficiency leading to frontotemporal dementia in COORF72
expansion carriers. © 2018 S. Karger AG, Basel

Introduction

Frontotemporal dementia (FTD) is the second cause of young-onset dementia, after
Alzheimer’s disease [1]. Up to 50% of FTD patients may present with a positive familial
history and 10% of patients have a clear autosomal dominant history [2]. Three genes cause
most of familial FTD: MAPT, GRN, and C90ORF72, cited by chronological order of discovery [3].
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This last mutation consists of hexanucleotide GGGGCC repeat expansions between noncoding
CI90RF72 exons 1a and 1b [4] and is the most common genetic cause of FTD, accounting for
25% of all familial FTD [5].

Since its discovery in 2011, much research has been done to elucidate pathological mech-
anisms connecting C90ORF72 expansion and the clinical and neuropathological disorders
observed in FTD patients. Presently, 3 major hypotheses have emerged and are still debated
[6]. The first one is a potential loss of function of C90rf72 protein because of the hexanucle-
otide long expansion: this theory is called haploinsufficiency [7]. Haploinsufficiency can be
defined as an inactivation of one allele, leading to a reduction by half of protein levels [8]. This
mechanism can already be observed in FTD patients harboring mutations in the progranulin
gene (GRN), resulting in reduced secreted progranulin protein [9]. The second mechanism
explaining disease with C9ORF72 repeat expansion would be a gain of RNA toxicity [4]. Finally,
the third hypothesis would be a toxicity caused by the formation of repeat-associated non-ATG
proteins [10].

The aim of this study was to assess the C90RF72 expansion haploinsufficiency theory
resulting in FTD, comparing plasmatic C9orf72 protein concentrations between C9ORF72
expansion carriers and noncarriers.

Material and Methods

Patients

This study included a population of 33 patients aged from 39 to 87 years (16 men and 17 women) who
were referred to Lyon and Grenoble Centers for Memory Resources and Research between 2014 and 2016
for a diagnostic evaluation of cognitive impairment. The patients met the diagnosis of probable behavioral
variant of FTD (bvFTD) according to Rascovsky criteria [11]. The diagnosis of bvFTD was proposed in a multi-
disciplinary consultation, taking into account clinical and neuropsychological observations, imaging analysis,
and cerebrospinal fluid marker results (i.e., negative Alzheimer’s disease profile [12]). Moreover, most
patients were suspected of familial FTD [2] because of a family history of neurodegenerative diseases
including FTD and/or ALS (amyotrophic lateral sclerosis) in particular. Following genetic counseling, all the
patients included in this study gave informed written consent for FTD genetic testing and blood sampling
was collected.

Genetic Screening for COORF72 Expansion

After DNA extraction, the screening for GGGGCC repeat expansions in C9ORF72 was performed using a
repeat-primed PCR (RP-PCR), according to a protocol adapted from the international study from Akimoto et
al. [13]. RP-PCR products were separated by capillary electrophoresis using an ABI 3130xL Genetic Analyzer
(Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA) with Genescan™ 500 ROX Size Standard (Life Technologies®). Data
were analyzed using GeneMapper® Software 5 (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). RP-PCR gave
qualitative results for C9ORF72 expansion screening, i.e., positive or negative. Positive cases harbored a
typical saw tooth sloping pattern. A cutoff of 30 repeats was used to differentiate positive from negative
cases. Otherwise, the genetic testing for COORF72 was considered negative. All positive and negative results
were confirmed using Southern blot analysis. Seven patients harbored C9ORF72 repeat expansions;
frequencies were 18.8% (3/16) for male patients and 23.5% (4/17) for female patients, respectively.

Plasmatic C9orf72 Protein Quantification

EDTA whole blood samples were centrifuged at 2,000 g for 10 min. Two hundred microliters of plasma
aliquots were prepared and stored at -80 °C until further analysis. C9orf72 protein quantification was
performed using a Human C9orf72 ELISA kit (Cusabio®, College Park, MD, USA), according to the manufac-
turer’s instructions. The quality of the assay was previously assessed by performing different plates with
acceptable analytical criteria defined by good calibration models with r? >0.99, a duplicate standard vari-
ability below 5%, a linearity of signals (r* = 0.996) obtained for samples diluted from 1/5th to 1/30th and a
within-run assay coefficient of variation at 5.1% (n = 4 repetitions). Plasmatic C9orf72 protein concentra-
tions (samples diluted 1/10th) were determined in duplicate in the same assay.
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Fig. 1. a Distribution of C90rf72 protein concentration C9ORF72 expansion carriers and noncarriers. b Diag-
nostic performances of C9orf72 protein to discriminate between C90RF72 expansion carriers and noncarri-
ers (ROC curve).

Table 1. Demographic and biological characteristics of the cohort of patients

C90RF72 carriers C90RF72 noncarriers All patients
Demography
Patients, n (%) 7 (21.2) 26 (78.8) 33 (100)
Male/female, % 3/4 13/13 16/17
Age, years 70.9£9.3 67.7£10.7 68.4+10.3
Plasmatic marker
C9orf72 protein, pg/mL 781 (531-2,256) 876 (447-1,328) 844 (485-1,378)

Age is expressed as mean * standard deviation. C9orf72 protein concentrations are expressed as median
(25th-75th percentile).

Statistics

All the statistics were performed on MedCalc® software, version 15.11.4. The distribution of C90rf72
protein concentrations was assessed using the d’Agostino-Pearson test. Mann-Whitney tests were performed
to assess differences in C9orf72 protein concentration regarding the sex of patients and the presence/
absence of C90RF72 expansion and Spearman’s rho was assessed to measure a rank correlation between
C9orf72 protein concentrations and age.

Results

Plasmatic C9orf72 protein concentrations ranged from 119 to 4,490 pg/mL in the whole
cohort of 33 patients (Table 1). C9orf72 protein concentrations did not follow a normal distri-
bution (p =0.0001). C90rf72 protein concentrations were not influenced by the sex (p = 0.10)
or the age of the patients (p = 0.71).

Plasmatic C9orf72 protein concentrations were notdifferentbetween C9ORF72 expansion
carriers and noncarriers (p = 0.69). The area under the ROC curve was 0.549, with 95% confi-
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dence interval ranging from 0.367 to 0.722. The Youden index was 0.313 and the associated
criterion was >1,557 pg/mL, giving sensitivity and specificity of 42.9 and 88.5%, respectively

(Fig. 1).

Discussion

To our knowledge, our study is the first one reporting C9orf72 protein concentrations
measured in the plasma of FTD patients. In this cohort of 33 patients suspected of familial
FTD, C9orf72 protein concentrations varied widely from 119 to 4,490 pg/mL, with a median
of 844 pg/mL, and were nondependent on the sex or age of the patients. More interestingly,
no difference was observed between C90RF72 expansion carriers and noncarriers. Indeed, 7
patients presented a large GGGGCC C90RF72 expansion using the RP-PCR assay. A full concor-
dance between this assay and Southern blot was obtained (data not shown). Despite the small
size of the cohort, the percentage of positive cases was in good concordance with those
presented by the different epidemiologic studies performed in Europe [5]. In the same way,
no difference concerning sex ratio was observed between C90ORF72 expansion carriers and
noncarriers [14].

Our preliminary findings seem to suggest that haploinsufficiency may not explain clinical
expression in bvFTD patients carrying C90ORF72 expansion. Indeed, one could hypothesize
that a potential haploinsufficiency would lead to a significant decrease of plasmatic C9orf72
protein concentration; this phenomenon was observed in GRN mutation carriers (symp-
tomatic or not), leading to decreased plasmatic progranulin concentrations [15]. In C90RF72
expansion carriers, haploinsufficiency hypothesis was firstly suggested following the obser-
vation that all C90RF72 mRNA transcripts were decreased in the frontal cortex of FTD
patients using quantitative real-time PCR [7, 16]. Unfortunately, immunoblotting assays in
the brain were inconclusive, potentially due to nonspecific binding of antibodies [7]. Finally,
recent findings showed that C9ORF72 transcripts were also decreased in MAPT and GRN
mutation carriers [17]. This lack of specificity means that a decrease of C9ORF72 transcripts
is not the only pathological process leading to FTD. In conclusion, plasmatic C9orf72 protein
determination seemed not suitable to detect C9ORF72 expansion carriers in our cohort of
patients.

Another hypothesis is a C90RF72 gain-of-function mechanism, suggested by much in
vitro and in vivo evidence [18]. RNA aggregates or foci were found in different brain regions
of C90RF72 FTLD patients [19]. These foci might not cause a direct cellular dysfunction [20],
butlead to a sequestration of RNA binding proteins and disrupt their normal activity [21, 22].
Finally, an unconventional translation of C9ORF72 expansions into specific polypeptides was
discovered in 2013 [23]. This process was also highlighted in other pathologies (myotonic
dystrophy for example) whose molecular mechanism relies on abnormal genetic expansions
[24]. Following a noncanonical translation [25], meaning the absence of an initiating codon
and multiple reading frames, different proteins - poly(GP), poly(GA) and poly(GR) - can be
synthetized in C9ORF72 expansion carriers and are called CORAN proteins [23]. The intrinsic
toxicity of these C9RAN proteins remains unclear today. However, CORAN proteins were
discovered in the brain [23] and cerebrospinal fluid of symptomatic and asymptomatic
C90RF72 expansion carriers [26, 27]. These proteins appear to be specific compared to
controls or to other neurodegenerative diseases. Further analysis with larger cohorts
including the whole spectrum of FTD-ALS should compare diagnostic performances of CORAN
and C9orf72 proteins in FTD.
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EFFICACITE DES BIOMARQUEURS DU LCR POUR DISCRIMINER LES TROUBLES
PSYCHIATRIQUES PRIMAIRES DES DEMENCES FRONTOTEMPORALES (DFT)
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Des symptdmes neuropsychiatriques comme I'apathie, les troubles du comportement ou encore les manifestations
INTRODUCTION hallucinatoires, sont fréquemment observés chez les patients atteints de maladies neurodégénératives. Parmi ces
derniéres, le diagnostic différentiel entre démence fronto-temporale (DFT) et maladie psychiatrique peut se révéler
particulierement ardu : au moment du diagnostic de DFT, plus de 50 % des patients avaient auparavant été adressés en
psychiatrie (Woolley JD., J Clin Psychiatry, 2011).

Les biomarqueurs du LCR (marqueurs de la maladie d’Alzheimer et neurofilaments) peuvent-ils différencier les
patients atteints de troubles psychiatriques de ceux atteints de DFT ?

OBJECTIFS

L'étude a inclus 41 patients (20 hommes et 21 femmes) agés de 45 a 84 ans. Ces patients ont été adressés aux
Centres Mémoire de Ressources et de Recherche (CMRR) de Lyon et de Grenoble pour une évaluation diagnostique
d’un déclin des fonctions cognitives. Le diagnostic final était discuté en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
en intégrant I'évaluation clinique et neuropsychologique, ainsi que les résultats d'imagerie et de biologie.

METHODES

21 patients étaient atteints de DFT-TDP43 certaine :

- 15 patients porteurs d’une expansion sur le gene C9ORF72

- 5 patients porteurs d’'une mutation sur le gene GRN

- 1 patient autopsié a posteriori (mise en évidence d’agrégats TDP43)

\ ‘l Signal positif :
‘ M Patient porteur d’une expansion

T T

TTTm
T

Concentration

20 patients étaient atteints de maladie psychiatrique primaire : W !l Sional regaui < ) %‘ Vaeur sull =2 ngimt
- 14 patients atteints d’'un épisode dépressif J R

- 4 patients atteints de troubles bipolaires o
- 2 patients atteints de troubles anxieux et alcooliques

o 1 1
i G e

Expansions sur le géne C9ORF72 (RP-PCR) Protéine Progranuline dans le LCR (ELISA)

DEPISTAGE DES ANOMALIES GENETIQUES SUR LES GENES C9ORF72 et GRN

Les biomarqueurs du LCR ont été mesurés par technique ELISA
- Protéine Tau totale, protéine Tau phosphorylée en position 181 (phosphoTau) et peptide amyloide AR 1-42 (Innotest, Fujirebio, Belgique)
- Neurofilaments chaine Iégere NFI (UmanDiagnostics, Suede)

RESULTATS Les performances diagnostiques des neurofilaments (NFI) ont été étudiées selon 2 approches :

Dosage des NFI pour tous les patients 1\ Dosage des marqueurs MA pour tous les patients — 2\ Dosage des NFI si Tau < 294 ng/L
n=41 n=41 n =26 (20 PSY et 6 DFT)

NFI NFI

pour une sensibilité fixée a100 % ———— oo}

Spécificité Spécificité Spécificité
sof AB 1-42 phosphoTau Tau totale or
5% . 30 % . . 65%

-~ NFI < 2178 pg/mL

" NFI <2178 pg/mL

% of Sensibilité : 100 %
S/ Spécificité : 66,7 %

L L s L 1 # 3 & | | n
o - = ) ) A T e e = o o =

1oospectcy AB 1-42 > 366 ng/L phosphoTau < 49 ng/L Tau < 294 ng/L 100 spectty

Sensibilité : 100 %
Spécificité : 84,2 %

DISCUSSION & CONCLUSION Le dosage systématique des nel_Jrofllamer_ns offre de tres bonne_s p_erformances d_|agnost|ques : ce test
classe correctement tous les patients atteints de troubles psychiatriques et 18 patients DFT sur 21.
L'approche séquentielle (association des NFI a la protéine Tau totale) permet d’améliorer encore la spécificité diagnostique : seuls 2 patients sur 41

sont mal classés. De plus, cette stratégie de dosage séquentiel permet de diminuer le nombre de dosages de NFI réalisés, et ainsi d’en maitriser
leur codt.
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Abstract Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJID) is a fa-
tal rapidly progressive dementia. The detection of 14-3-3 pro-
tein in cerebrospinal fluid (CSF) is included in the WHO di-
agnostic criteria for the pre-mortem diagnosis of CJD. The
aim of this study is to assess CSF 14-3-3 protein analytical
and diagnostic performances using a new automated capillary
Western technology (Simple Western technology-SW). For
the validation of this assay, samples from a cohort of 268
patients suspected from sCJD were analyzed: 77 sCJD (in-
cluding 40 definite sCJD) and 191 non-CJD samples were
tested using both SW and the current Western Blot (WB) as-
says. Automated capillary Western determination provided
better analytical performances than WB with a lower intra-
and inter-assay variability. Analytical interferences such as
hemolysis and high total protein concentration known to lead
to false positive WB results were also assessed using SW
assay: unfortunately, these interferences still remain con-
founders of CSF 14-3-3 protein determination. Finally, auto-
mated capillary Western assay’s sensitivity and specificity
were superior to those of WB assay (93.5 and 95.3%, respec-
tively, compared to 92.2 and 84.8% for WB). In conclusion,
with a shorter time of analysis than WB assays’ (4 h versus
1.5 day), automated capillary Western assay is an excellent
routine alternative method to the currently performed WB
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assay for CSF 14-3-3 protein detection in patients suspected
of sporadic Creutzfeldt-Jakob disease.
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Introduction

Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD) is a fatal rapidly
progressive dementia afflicting individuals with a mean age of
onset around 65 [1, 2]. sCJD is a rare cause of dementia,
whose annual incidence is approximately estimated at 1 to 2
cases per 1,000,000 persons [3, 4]. sCJD is difficult to diag-
nose: on one hand, clinical diagnosis is often problematic
since sCJD cases may present non-specific psychiatric distur-
bances and, in many instances, sCJD diagnosis is hard to
distinguish clinically from other dementias, including
Alzheimer’s disease and Lewy body dementia [5-8]; on the
other hand, many pathologic conditions simulate the clinical
pattern of sCJD including lymphomas, cerebrovascular amy-
loidosis, or cerebral hypoxic lesions [9].

The determination of 14-3-3 protein, a biochemical bio-
marker in Cerebrospinal Fluid (CSF), is a highly sensitive
and specific assay for the pre-mortem diagnosis of
Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) [10-12]. The positivity of
CSF 14-3-3 protein associated with rapidly progressive de-
mentia, clinical features (i.e., myoclonus, visual or cerebellar
symptoms, pyramidal/extrapyramidal syndromes, or akinetic
mutism), and the absence of alternative diagnosis defines a
probable sCJD, according to the World Health Organization
[13] and the Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) diagnostic criteria for CID (https://www.cdc.gov/
prions/cjd/diagnostic-criteria.html). These guidelines

@ Springer



Mol Neurobiol

also include other biomarkers such as suggestive
electroencephalography (EEG presenting characteristic
triphasic sharp wave complexes) and specific magnetic
resonance imaging signal abnormalities [14, 15] (including
high-signal intensity, on either FLAIR or DWI, in the basal
ganglia or in at least two cortical regions from either the tem-
poral, parietal, or occipital cortices).

The 14-3-3 protein is a 30-kDa protein abundant in the
brain, particularly inside neuronal cytoplasm, glia, and synap-
tic membranes [16]. This protein plays an important role on
signal transduction, neurotransmission, and cell differentia-
tion and is released into CSF along with extensive neuronal
damage [17]. To date, 7 isoforms of 14-3-3 protein are known.
Over the years, some isoforms of this protein were described
to increase in sCJD patients’ CSF compared to CSF of patients
without prion disease [9, 10, 18]. Concretely, the 14-3-3 pro-
tein 3, v, €, and n isoforms are detectable in CSF of sCJD
patients [19, 20].

14-3-3 detection in CSF of suspected sCJD patients is usu-
ally performed through Western Blot (WB) technique, the
gold standard assay, allowing a dichotomous result, i.e., pos-
itive or negative [11, 20, 21]. This qualitative technique is
time-consuming (1.5 day for our current assay) and is gener-
ally associated to inter-assay variability around 35% [22].

Facing an increase in 14-3-3 test referrals in CJD reference
laboratories [23], the aim of this study was to develop and
assess a new automated capillary Simple Western (SW) tech-
nology, drastically reducing the time of CSF 14-3-3 protein
analysis to 4 h. The assessment of SW assay analytical and
diagnostic performances was compared to those obtained with
the current WB assay in a population of 268 patients suspected
of sCID.

Material and Methods
Study Population

This retrospective study included a population of 268 patients
undergoing a lumbar puncture for the evaluation of CSF 14-3-
3 protein in the frame of CJD diagnosis. Lumbar puncture was
addressed to Neurochemistry Laboratory (Hospices Civils de
Lyon, France) to support a suspicion of CJD or a differential
diagnosis between CJD and other rapidly progressive demen-
tias. Samples were collected between 2008 and 2016. After
centrifugation, CSF supernatants were frozen at —80 °C until
further analysis.

The population of 268 patients included 77 sCJD with un-
ambiguous CSF 14-3-3 protein results. According to the
WHO diagnostic criteria [13, 15], 37 fulfilled the diagnosis
of “probable sCJD” and 40 were “definite sSCJD” confirmed
by neuropathological examination after autopsy driven in our
P3 laboratory. Amongst the 77 sCJD patients, 71 patients had
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a positive WB for CSF 14-3-3 protein and 6 patients had a
negative WB (sensitivity established at 92.2% for WB).

Concerning the non-CJD patients, CJD diagnosis was ex-
cluded by neurologists and the French surveillance network of
CJD [24]. The clinical probable diagnosis was proposed by
neurologists regarding clinical data, imaging/biological
markers, and disease evolution. The non-CJD population
was composed of 191 patients with unambiguous CSF 14-3-
3 protein result: 131 other neurodegenerative dementias, 9
Normal Pressure Hydrocephalus, 7 metabolic encephalopa-
thies, 14 psychiatric conditions, 6 epilepsies, 1 neoplastic syn-
drome, 2 infectious CNS syndromes, 2 autoimmune diseases,
and 19 patients with other causes. Amongst these 191 non-
CJD patients, 29 had a positive WB for CSF 14-3-3 protein,
and 162 had a negative WB (specificity established at 84.8%
for WB).

This study, based on biological samples collected for rou-
tine diagnosis, was not considered as “biomedical research”
under French regulations and therefore did not require supple-
mental informed consent. Samples were stored in a bio bank
with authorization from the French Ministry of Health
(Declaration Number DC-2008-304). Collected data included
age, gender, date of lumbar puncture, and CJD clinical/
neuropathological diagnosis. Authorization for handling per-
sonal data was granted by the French data protection commis-
sion [Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés
(CNIL)].

CSF Analysis
CSF Total Protein Concentration Assay

CSF total proteins were measured using a benzethonium chlo-
ride assay on Architect c16000 analyzer (Abbott
Diagnostics®, Santa Clara, CA, USA).

Western Blot Assay

14-3-3 protein immunoassay was performed by Western blot
analysis as described before [25]. Briefly, 75 microliters of
CSF samples were denatured with a solution containing Tris
0.05 M pH 7.4, SDS 10%, DTT 1%, and glycerol heated at
98 °C for 5 min. The proteins were separated on an ExcelGel®
SDS Homogeneous 15 for SDS-PAGE (GE Healthcare®,
Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), transferred to
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane and blocked over-
night with 1% nonfat-dried milk in Tris Buffer Saline (TBS).
The membranes were incubated for 2 h with the primary anti-
14.3.3 antibody 1/400th (3 K19: sc-629, Santa Cruz
Biotechnology®, Dallas, TX, USA). After incubation, three
washes were performed in TBS-0.1% nonfat-dried milk. Then
membranes were saturated with alkaline phosphatase conju-
gated anti-rabbit second antibody 1/1000th (sc-2057, Santa
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Cruz Biotechnology®, Dallas, TX, USA) during 1 h and
washed three more times with TBS-0.1% nonfat-dried milk
and once with TBS. Finally, the colorimetric revelation was
performed incubating 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/
nitro blue tetrazolium (Thermo Scientific®, Waltham, MA,
USA) during 5 min. The 14-3-3 protein band in CSF samples
was optically observed and compared to known specimen to
permit a characterization as negative or positive sample.

Automated Capillary Western Assay

Peggy Sue® 12-230 k Dalton (kDa) size assays were carried
out: each analysis cycle was composed of 12 capillaries in-
cluding a ladder and 11 CSF samples. Six microliters of CSF
samples were denatured with a Fluorescent Master Mix® con-
taining fluorescent molecular weight markers and 200 mM
dithiotreitol, according to Protein Simple© recommendations.
The mixtures were heated at 95 °C during 5 min. Primary anti-
14-3-3 antibody (y C-16: sc-731, Santa Cruz
Biotechnology®, Dallas, TX, USA) and 10x System
Control (10xSC) primary rabbit antibody were diluted with
antibody diluent to obtain a final dilution of 1/100th and
1/40th, respectively. Samples, blocking reagent, mix of prima-
ry antibodies, HRP conjugated second antibodies, chemilumi-
nescent substrate, separation, and stacking matrices were dis-
pensed to designated wells in a 384-well plate. The plate was
then loaded on the Peggy Sue® platform to perform the dif-
ferent steps of separation electrophoresis and
immunodetection automatically. Briefly, the proteins were
separated inside a capillary per sample during 45 min and
fixed on the surface of these capillaries. The incubations of
primary antibodies and second antibody lasted 1 h and 30 min,
respectively. Finally, the chemiluminescent revelation was
performed incubating capillaries with a mix of luminol and
peroxide. The determination of the size, areas, heights, and
signal to noise (S/N) ratios of 14-3-3 protein and 10x
System Control protein (used as internal standard) was auto-
matically calculated on Compass for Simple Western® soft-
ware, version 3.0.9. A composite criterion, called areas ratio,
was also calculated to introduce the use of 10xSC protein as
an internal standard. The formula of areas ratio was (area of
14-3-3 protein/area of 10x SC protein) x 10,000.

Analytical Performances Evaluation

Intra-assay and inter-assay variability of both techniques were
assessed using 2 CSF positive quality controls (QC) previous-
ly analyzed with WB assay: the first one with a strong 14-3-3
band intensity and the second one with a faint 14-3-3 band
intensity. The determination of the 14-3-3 protein signals was
quantified calculating area 14-3-3 and areas ratio for automat-
ed capillary Western assay. To perform a quantitative evalua-
tion of Western blot variability, some membranes were read

out using ChemiDoc XRS (BioRad®, Hercules, CA, USA)
and Quantity One® software to calculate the band intensity
signal correlated to the amount of 14-3-3 protein. Results were
expressed as percentage coefficient of variation for CSF 14-3-
3 protein determination.

Human recombinant histidine-tagged 14-3-3 vy protein
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) was spiked into neg-
ative 14-3-3 protein CSF to assess 14-3-3 protein detection
and size using SW assay. Other spiking assays were performed
to analyze the influence of hemolysis and total protein con-
centration into CSF samples, according to an adapted protocol
[26]. A red blood cell lysate containing 71 g/L hemoglobin
was prepared: hemoglobin was measured on ABL800 Flex
(Radiometer®, Copenhagen, Denmark). This lysate was
spiked into a limpid negative 14-3-3 CSF sample to create a
likely visible hemolyzed sample (0.28 g/L hemoglobin, by
dilution of red blood cell lysate 1/250th) and a strongly visible
hemolyzed sample (1.42 g/L. hemoglobin, by dilution of red
blood cell lysate 1/50th). Plasma containing 80 g/L total pro-
teins (Biuret protocol on Architect c16000 analyzer) was di-
luted and spiked (5% volume/volume) into the same negative
14-3-3 CSF sample with proteins at 0.43 g/L to increase its
total protein final concentration (from 1 to 4 g/L). Finally, the
neat CSF sample, the likely visible and strongly visible hemo-
lyzed samples and the increased total protein concentrations
samples were analyzed in the same automated capillary assay.

Statistical Analysis

Mann-Whitney test and chi-square test were performed to
assess differences between continuous and categorical vari-
ables respectively. Receiver operating characteristics (ROC)
curves were performed to assess the diagnostic performances
of CSF 14-3-3 protein regarding CJD status. Optimal cutoff
values, sensitivity, and specificity were calculated using the
Youden index [Se + (1-Sp)]. All the statistics were performed
on MedCalc® software, version 15.11.4.

Results

Detection of CSF 14-3-3 Protein Using Automated
Capillary Western Assay

Figure 1 represents the detection of 14-3-3 protein and recom-
binant histidine-tagged 14-3-3 protein, with both automated
capillary Western (Fig. la, b) and Western Blot assays
(Fig. 1c). Recombinant 14-3-3 protein was spiked into a neg-
ative 14-3-3 protein non-CJD CSF sample (S1). A represen-
tation of a positive CSF 14-3-3 protein sCJD sample (S2) and
a negative CSF 14-3-3 protein non-CJD sample (S3) are also
shown.
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Diagnostic Performances of Automated Capillary
Western Assay

Table 1 presents the comparison between the sCJD and non-
CJD populations, regarding demography, total proteins of
CSF samples and automated capillary Western results.

No difference was observed between the two populations
concerning gender, age, or CSF total protein concentrations.
14-3-3 protein expression using automated capillary Western
assay was statistically different between sCJD and non-CJD
populations, whatever its mode of quantification (area 14-3-3,
height 14-3-3, S/N 14-3-3 and the composite criterion areas
ratio). The diagnostic performances of the four different SW
expressions of CSF 14-3-3 protein are illustrated in Table 2.

All the four SW quantifications of CSF 14-3-3 protein (area
14-3-3, height 14-3-3, S/N 14-3-3 and areas ratio) gave coher-
ent results with an AUC higher than 0.900 (p value <0.0001).
Regarding Youden index, the criterion area 14-3-3, and the
composite criterion areas ratio were the best to classify pa-
tients (Youden index at 0.8775 and 0.8879, respectively).
Using the cutoff value at 1956 for the criterion area 14-3-3,
the sensitivity and specificity were at 93.5 and 94.2%, respec-
tively (5 sCJD CSF samples were classified as negative and 11
non-CJD CSF samples were classified as positive by SW as-
say). Using the cutoff value at 235 for the composite criterion
areas ratio, the sensitivity was the same—93.5%—and the
specificity was slightly increased at 95.3% (five sCJD CSF
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samples were classified as negative and nine non-CJD CSF
samples were classified as positive by SW assay).

Analytical Performances of Automated Capillary Western
Assay

The results obtained for variability using SW and WB assays
are presented in Table 3. Two positive CSF quality controls

Table 1 Comparison of sCJD and non-CJD populations regarding
demography, CSF total protein concentrations, and automated capillary
Western results

sCID (n=177) Non-CJD (n = 191)
Demography
Gender, M/F 31/46 96/95
Age, years 71.0 (52.4-86.7) 72.0 (54.1-86.0)

CSF samples

Total proteins, g/L 0.39 (0.26-0.70) 0.40 (0.23-0.68)
Automated capillary Western results

Area 14-3-3 7259 (1723-26,744)* 411 (0-2040)

Height 14-3-3 512 (99-1977)* 32 (0-199)

S/N 14-3-3 13.2 (2.8-40.0)* 29 (1.1-7.3)

Areas ratio 872 (195-3149)* 60 (0-234)

Data expressed as median (5th-95th percentile), *p < 0.0001 versus non-
CJD
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Table 2 Diagnostic

performances of the 4 Simple AUC (95% CI) Youden index  Criterion  Sensitivity (%)  Specificity (%)
Western expressions of CSF 14-3-
3 protein Area 14-3-3 0.973 (0.946-0.989)  0.8775 >1956 93.5 94.2

Height 14-3-3  0.971 (0.943-0.987)  0.8488 >147 922 92.7

S/N 14-3-3 0.913 (0.873-0.944)  0.7420 >5.2 85.7 88.5

Areas ratio 0.968 (0.939-0.985)  0.8879 >235 93.5 95.3

(QC) were analyzed in the same assay (intra-assay variability)
or in different assays (inter-assay variability). The variability
of SW assay was assessed using both area 14-3-3 and areas
ratio since these two quantification modes showed the best
diagnostic performances for SW assay (see Table 2).

Globally, SW assay provided a better intra-assay and inter-
assay variability than WB assay, whatever the intensity of the
14-3-3 protein signal (strong positive or faint positive 14-3-3
protein band on CSF QC samples). Comparing SW assay
quantification modes (area 14-3-3 and areas ratio), intra-
assay variability was considered equal for both quantification
modes. However, a difference in the inter-assay variability
could be seen, the lowest was obtained for areas ratio expres-
sion. Indeed, the inter-assay variability decreased by 5 and 4
percentage points regarding strong positive or faint positive
14-3-3 protein band respectively on CSF QC samples using
areas ratio instead of area 14-3-3 (Table 3). Consequently, the
composite criterion areas ratio was chosen to compare SW and
WB assays in subsequent assays regarding both its analytical
and diagnostic performances.

Table 4 gives the distribution of the 268 CSF samples re-
garding both SW and WB assays:

A correct classification of CSF samples, considered as the
addition of the populations of SW positive/ WB positive sam-
ples (77/268) and SW negative/WB negative samples (164/
268) was obtained for 241 samples (89.9% of the cohort of
268 patients).

The 27 CSF samples with a different classification between
SW and WB assays were characterized regarding their belong-
ing to sCJD or non-CJD populations. Amongst the 23 SW
negative/WB positive samples, 22 were non-CJD patients:
automated capillary western assay provided a better

specificity than Western Blot assay. Amongst the 4 SW
positive/WB negative samples, 2 were definite sCJD patients
with areas ratio at 330 and 448, respectively. Finally, 4 sCJID
samples remained negative using both assays: these patients
were all definite SCJD (areas ratio at 34, 73, 155, and 194,
respectively).

Table 5 indicates the results obtained during hemolysis and
protein spiking assays. The size of the detected 14-3-3 peak
using Compass for Simple Western software®, the values cal-
culated for the composite criterion areas ratio and the interpre-
tation of areas ratio are shown.

Hemolysis and total protein concentration in CSF were
found in our study as confounders leading to a misinterpreta-
tion of 14-3-3 protein results. Indeed, a strongly visible hemo-
lysis and/or CSF total proteins >1.5 g/L could lead to positive
14-3-3 protein results.

Discussion

For the first time, a new automated capillary Western assay
was developed using Peggy Sue® platform (Protein Simple©)
in order to detect CSF 14-3-3 protein, providing a format
adapted to the routine biological diagnosis of CJD.
Endogenous 14-3-3 protein and recombinant histidine-
tagged 14-3-3 protein were correctly detected using automat-
ed capillary Western technology (Fig. 1). The four different
modes of quantification of 14-3-3 protein signal (i.e., area 14-
3-3, height 14-3-3, S/N 14-3-3, and the composite criterion
areas ratio) gave all excellent results to discriminate between
sCJD and non-CJD patients (Table 1). The criterion area 14-3-
3 and the composite criterion areas ratio presented the best

Table 3 SW and WB variability

analyzing 2 CSF positive quality WB assay (%) SW assay SW assay
controls Area 14-3-3(%) Areas ratio (%)
Intra-assay variability (n = 5 repeats)
Positive CSF QC1 (strong 14-3-3 band) 10 6 7
Positive CSF QC2 (faint 14-3-3 band) 30 13 12
Inter-assay variability (n = 20 repeats)
Positive CSF QC1 (strong 14-3-3 band) 34 22 17
Positive CSF QC2 (faint 14-3-3 band) 39 29 25

QC1 with a strong 14-3-3 protein band and QC2 with a faint 14-3-3 protein band using WB
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Table4 Distribution of the 268 sCJD and non-CJD samples according
to their 14-3-3 protein results using both SW and WB assays

sCID Non-CJD Total

Concordant results

SW+/WB+ 70 7 77

SW—/WB— 4 160 164
Discordant results

SW+/WB— 2 2 4

SW—/WB+ 1 22 23
Total 77 191 268

An SW assay was considered positive if areas ratio > 235

diagnostic performances with Youden indexes at 0.878 and
0.888, respectively. According to the variability assay results,
areas ratio was the criterion chosen in our study to discrimi-
nate sCJD and non-CJD patients. Indeed, variability was low-
er with this mode of quantification using SW assay, especially
focusing on inter-assay variability (Table 2). In addition, the
use of this composite criterion ensured a supplemental analyt-
ical control, with the presence of one peak at least (10x SC
protein) and two peaks for positive samples (10x SC and 14-
3-3 proteins) in each capillary.

Areas ratio criterion calculated in SW assay provided better
analytical performances than WB assay with lower intra- and
inter-assay variability for a strong positive 14-3-3 protein QC
sample at 7 and 17%, respectively (Table 3). Analyzing the
same sample, intra- and inter-assay variability of WB assay
were 10 and 34%, respectively, which is consistent with data
from the literature [22]. Variability was higher with a faint
positive QC sample, which is a commonly observed for the
majority of immunoassays (Table 3). These good perfor-
mances of SW assay were partly explained by the automation
of the assay, improving protocols reproducibility (incubation
time with antibodies, standardized revelation).

Miniaturization also provided a decrease of antibodies uptake,
allowing a less frequent variation of antibodies batches, at the
origin of a great variability [27]. The automation of CSF 14-3-
3 protein assay including an easier waste management also
enhanced safety for technical staff manipulating potentially
infectious CSF. Finally, CSF 14-3-3 protein detection using
SW assay provided a shorter deadline to obtain results (4 h for
the first samples) than WB assay, a method known for its time
consumption (currently 1.5 day including an overnight satu-
ration). The rapidity of this assay conjugated to its automation
is helpful to deliver a result quickly. Indeed, in case of suspi-
cion of sCJD in a patient with rapid cognitive and neurologic
degradation, a negative CSF 14-3-3 could reorient diagnosis
to other neurological disorders, some of them being curable
[28, 29].

As for WB assay, CSF intrinsic properties such as hemo-
lysis or total protein concentration were crucial confounders
that should be determined before analysis [23]. Indeed, a
strongly visible hemolysis led to a positive 14-3-3 result.
This observation is explained by the physiological presence
of 14-3-3 inside red blood cells [30]. Total protein concentra-
tions in CSF higher than 1.5 g/L also led to apparent positive
14-3-3 protein results. However, the size of protein detected
with SW assay was below the expected size of endogenous
14-3-3 protein (33 versus 35 kDa, respectively). For high total
protein concentration samples, a careful observation of graph
views was required in addition to the calculation of areas ratio
for a correct interpretation of results. In accordance with the
red blood cell lysate and proteins spiking assays, the detection
of CSF 14-3-3 protein should not be performed for strongly
visible hemolyzed or high total protein CSF samples
(Table 5). Unfortunately, SW assay does not therefore bring
any analytical improvement comparing to WB assay
concerning these particular samples.

In the retrospective sCJD and non-CJD cohorts chosen for
the study, automated capillary Western assay’s sensitivity and
specificity were superior to those of Western Blot assay (93.5

Table 5 CSF hemolysis and

protein spiking assays CSF sample Size (kDa) Areas ratio Interpretation®
Hemolysis
Neat CSF (limpid) 35 118 Negative
Likely visible hemolysis (hemoglobin 0.28 g/L) 35 138 Negative
Strongly visible hemolysis (hemoglobin 1.42 g/L) 35 919 Positive
Total protein concentration
Neat CSF (0.43 g/L) 35 118 Negative
Protein-spiked CSF (1 g/L final) 35 102 Negative
Protein-spiked CSF (1.5 g/L final) 33 1109 Positive
Protein-spiked CSF (2.5 g/L final) 33 1560 Positive
Protein-spiked CSF (4 g/L final) 33 3751 Positive
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and 95.3% respectively for areas ratio, compared to 92.2 and
84.8% for the current WB assay). The results obtained for
both assays were consistent to a meta-analysis published by
Muayqil et al., reporting an average sensitivity and specificity
of CSF 14-3-3 protein assay at 92 and 80%, respectively [31].
More precisely, SW assay’s diagnostic performances were
similar to CSF 14-3-3 protein determination performed with
an ELISA assay [23, 32-34], supposed to yield more consis-
tent results than WB assay [34]. However, ELISA assays are
known to provide lower intra- and inter-assay variability. In
our cohort of patients, four definite sSCJD patients had a neg-
ative CSF 14-3-3 protein result using both SW and WB as-
says. Sensitivity of CSF 14-3-3 protein is not perfect and some
sCJD patients may present negative CSF 14-3-3 results, espe-
cially in some specific clinical onsets [2]. The absence of CSF
14-3-3 protein could also be explained by the time when lum-
bar puncture was performed regarding disease onset, the sen-
sitivity of CSF 14-3-3 determination increasing with disease
course [25]. If clinical features persist, a second detection of
CSF 14-3-3 protein should be performed on another lumbar
puncture. Likewise, samples with area ratio next to the cutoff
value at 235 should be carefully interpreted and re-analyzed
on another run since inter-assay variability of SW assay was
25% for a faint positive CSF sample. On the other side, CSF
14-3-3 protein is a surrogate marker of sCJD [10] increasing
with extensive brain damage [35], explaining its potential lack
of specificity [11, 36, 37]. To counteract CSF 14-3-3 determi-
nation drawbacks, a lot of efforts have been done to develop
other surrogate markers of CID. In CJD patients, increases of
total tau protein—another marker of neuronal lysis—and al-
pha-synuclein—a marker of synaptic degeneration—were ob-
served [38, 39]. Diagnostic performances of these markers are
similar or better than those of 14-3-3 protein, with sensitivity
and specificity at 94 and 90% respectively for total tau protein
and at 98 and 97% respectively for alpha-synuclein using
ELISA assays [40, 41]. Furthermore, assays detecting prion
protein, the etiological marker of CJD, are also now per-
formed using ELISA or RT-QulIC methods [42, 43]. Pending
the complete validation of these different assays before use in
daily clinical practice, improving 14-3-3 protein determina-
tion is essential for CJD diagnosis since it remains nowadays
the sole biological marker included in the WHO CJD diag-
nostic criteria.

Finally, the automation of WB and isoelectric focusing
(IEF) assays on the Peggy Sue® platform enables the
emergence of many applications in fundamental or applied
research [44, 45]. Concerning the development of neuro-
degenerative marker automated assays, Halgebauer et al.
developed an IEF assay to detect oligoclonal bands in
CSF [46] and proposed it for clinical practice. Using auto-
mated capillary technology will certainly open the way to
the adaptation and routine use of many markers of neuro-
degenerative proteinopathies [47].

Conclusion

CSF 14-3-3 protein remains presently the biological marker
recommended by international consensus to improve the
probability of sCJD diagnosis, despite its nature of surrogate
sCJD marker. Using the new automated capillary Western
assay, analytical and diagnostic performances of CSF 14-3-3
protein detection were improved compared to the classical
Western Blot assay. With a shorter time of analysis (4 h versus
1.5 day), this method would rapidly replace WB assay for the
detection of CSF 14-3-3 protein in the frame of routine CJD
diagnosis. Moreover, the automated Western platform has the
potential to implement others biomarkers in the field of neu-
rodegenerative disorders.
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Abstract

Frontotemporal lobar degeneration syndrome is the second cause of young-onset dementia. Unfortunately, reliable biomarkers
are currently lacking for the diagnosis of this disease. As TDP43 protein is one of the proteins pathologically involved in
frontotemporal lobar degeneration, many studies have been performed to assess TDP43 protein diagnostic performances.
Mixed results were obtained using cerebrospinal fluid and plasma samples so far. The aim of the study was to develop an
automated capillary nano-immunoassay—Simple Western assay—to detect and quantify TDP43 protein simultaneously in
human blood-based samples. Simple Western assay was developed with two different cell lysates used as positive controls
and was compared to Western blot. TDP43 protein profiles in plasma samples were disappointing, as they were discordant to
our positive controls. On the contrary, similar TDP43 patterns were obtained between platelet samples and cell lysates using both
assays. Simple Western assay provided good quantitative performances in platelet samples: a linearity of signals could be
observed (7 = 0.994), associated to a within-run variability at 5.7%. Preliminary results based on a cohort of patients suffering
from frontotemporal lobar degeneration showed large inter-individual variations superior to Simple Western’s analytical vari-
ability. Simple Western assay seems to be suitable for detecting and quantifying TDP43 protein in platelet samples, providing a
potential candidate biomarker in this disease. Further confirmation studies should now be performed on larger cohorts of patients
to assess diagnostic performances of TDP43 protein in platelet samples.

Keywords Dementia - TDP43 proteinopathies - Capillary electrophoresis/electrophoresis - High-throughput screening assays -
Biomarkers

Introduction

>< Anthony Fourier
anthony.fourier@chu-lyon.fr Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is a clinically and
pathologically heterogeneous syndrome, characterized by
progressive atrophy of frontal and/or anterior temporal lobes
[1]. FTLD spectrum is the second cause of young-onset de-
mentia [2]. Different clinical syndromes exist, defined on the
basis of leading features at presentation. They include behav-
ioral frontotemporal dementia (bvFTD) and other cognitive
syndromes impairing language capabilities primarily [3, 4].
In addition, both syndromes can overlap with motor neuron
diseases [5]. The diagnosis of FTLD with definite pathology
relies on the association of a clinical diagnosis with different
core features depending on the syndrome and either presence
of histopathologic evidence of specific protein aggregates or a
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known pathogenic mutation [6, 7].
In 2006, Neumann et al. discovered TDP43 protein as the
major component of ubiquitin-positive, tau- and alpha-
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synuclein negative inclusions in FTLD [8]. TDP43 cerebral
inclusions contain an accumulation of native protein, but also
hyperphosphorylated and truncated forms of TDP43 protein
[9]. Numerous studies have been performed so far to elucidate
TDP43 protein’s functions, metabolism and misprocessing
[10]. Otherwise, a lot of research has been done to detect
TDP43 protein in patients’ biofluids, potentially providing a
diagnostic, prognostic and/or therapeutic evaluation biomark-
er [11]. Cerebrospinal fluid (CSF) markers are commonly
evaluated in neurodegenerative diseases [12]. Plasma samples
are less invasive, but neurodegenerative markers may exhibit
lower concentrations than in CSF. Developing blood-based
biomarkers could then become challenging in the absence of
sensitive enough technologies [13]. Currently, no CSF or plas-
ma biomarker can positively identify living FTLD patients
[14]. Some studies showed differences in TDP43 protein be-
tween FTLD patients and other neurodegenerative diseases or
controls in both matrices [15, 16]. However, quantification of
TDP43 protein in CSF and plasma gave contradictory results
so far. Potential reasons to these discrepancies could be the
very low concentration of this protein or the low-binding af-
finity of the antibodies in the presence of abundant immuno-
globulins and albumin, underscoring the necessity to identify
disease-specific patterns [17]. Interestingly, different high-
throughput Western blot platforms exhibit qualitative patterns
associated to quantitative results and offer simplified
workflows compared to traditional Western Blot [18-20].
Moreover, some studies highlighted an important role of plate-
lets in neurodegenerative diseases, thus providing a new po-
tential matrix for biomarkers’ discovery [21].

The main objective of this study was to evaluate Simple
Western technology developed on Peggy Sue analyzer
(Protein Simple®) to detect TDP43 protein in platelet sam-
ples, in the context of lacking validated markers for FTLD.
This automated technology coupled both electrophoresis and
a chemiluminescent detection, providing qualitative and semi-
quantitative measurements for tested samples. After initial de-
velopment using cell culture lysates, Simple Western assays
were performed to detect TDP43 protein in plasma and plate-
lets samples. This first step was followed by an evaluation of
automated quantification of TDP43 protein. Finally, the suit-
ability and analytical performances of Simple Western assay
were assessed on platelet samples from FTLD patients.

Material and methods
Samples
Endogenous TDP43 protein in cell culture lysates

The human embryonary kidney cell line HEK293T was ob-
tained from the Généthon (Evry, France). Cells were cultured
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in DMEM-Glutamax medium supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) and penicillin/streptomycin
(Invitrogen). The human neuroblastoma cell line SH SY5Y
was obtained from Sigma-Aldrich® (Saint-Louis, USA) and
was cultured in DMEM-F12 (1/1) Glutamax supplemented
with 10% FBS, non-essential amino acids and penicillin/
streptomycin (Invitrogen®, Carlsbad, USA). SH SY5Y and
HEK293T cells were recovered in 1x PBS and pelleted by
centrifugation at 4 °C. Cell pellets were suspended and lysed
in Laemmli lysis sample buffer (6% Tris HCI pH 6.8, 10% [3-
mercaptoethanol, 4% SDS, glycerol and bromophenol blue)
and sonicated at 4 °C. Cell lysates were frozen at — 20 °C until
further analyses.

Study population and C9ORF72 genetic testing

The cohort included 2 male and 7 female patients aged be-
tween 59 and 76 years old. All the patients met the diagnosis
of probable behavioral variant of frontotemporal dementia
(bvFTD) according to Rascovsky criteria [6] and exhibited a
family history of neurodegenerative diseases including FTD
and/or ALS [22]. Following genetic counseling in the frame-
work of their medical follow-up, the patients included in this
study or their legal next of kin gave two informed written
consents: the first one for FTLD genetic testing and the second
one authorizing a change of biological purpose for remaining
parts of samples. Blood sampling (EDTA tubes) was collect-
ed. After DNA extraction, the screening for GGGGCC repeat
expansions in C9ORF'72 (the genetic variant with the highest
prevalence in FTLD) was performed using a repeat-primed
PCR (RP-PCR), adapted from the international study from
Akimoto et al. [23]. RP-PCR products were separated by cap-
illary electrophoresis using an ABI 3130xL (Life
Technologies®, Carlsbad, USA) with Genescan™ 500 ROX
size standard (Life Technologies®). Data were analyzed using
GeneMapper® software 5 (Applied Biosystems®, Foster
City, USA). RP-PCR gave negative results for C9ORF72 ex-
pansion screening in all patients.

Blood fractionation of samples

In parallel to classical genetic testing, a part of whole-blood
samples was centrifuged at 200g during 15 min (without ac-
celeration and deceleration) to obtain platelet-rich plasmas
(PRP). PRP were then centrifuged at 2000g during 15 min.
Platelet-poor plasmas (PPP) were then saved, aliquoted, and
stored at — 80 °C. Pellets were suspended in 4 mL of washing
buffer (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2.7 mM in water,
pH 7.35). A second centrifugation at 2000g during 15 min
was performed, supernatant was discarded and pellets were
suspended again in 4 mL of washing buffer. Platelet counts
were performed on Sysmex® (Kobe, Japan) XN-2000 analyz-
er. Another centrifugation was performed at 2000g during
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15 min and supernatant was discarded. Pellets were suspended
in a variable volume of buffer (Tris 50 mM, NaCl 150 mM in
water, pH 7.35/Triton X-100 20%, ratio 40:1) to obtain a sim-
ilar final platelet concentration in all samples (200 G/L). Platelet
samples were heated at 37 °C during 15 min, aliquoted and
stored at —80 °C until further analysis. Diluted solutions of
albumin (Vialebex®, LFB Biomedicaments®, France, 40 g/L)
and immunoglobulins (Privigen®, CSL Behring®, USA,
100 g/L) were analyzed in parallel to plasma samples (final
dilution for both solutions: 0.5 g/L).

Recombinant TDP43 protein

Recombinant human TDP43 protein (Ag1231) was purchased
from Proteintech® (Rosemont, USA). This truncated recom-
binant protein includes TDP43 1-260 amino acids, with N-
terminal GST tag and its approximated molecular weight is
56 kDa. Serial dilutions from a stock solution (0.5 mg/mL)
were performed to assess semi-quantitative performances of
Simple Western assay.

Antibodies

Rabbit polyclonal 10782-2-AP antibody (ProteinTech®,
Rosemont, USA) was chosen to detect total TDP43 protein
in the different tested matrices. This antibody is one of the
most popular anti-TDP43 antibodies and detects TDP43
aminoacids 203-209 and aminoacids near N-terminus [24].
Rabbit polyclonal 12892-1-AP antibody (ProteinTech®,
Rosemont, USA) and mouse monoclonal 2G10 antibody
(AJ Roboscreen GmbH®, Leipzig, Germany) were used to
confirm the specificity of TDP43 protein profiles. These anti-
bodies are directed against TDP43 aminoacids 288—414 and
aminoacids 201-220 respectively.

Simple Western assays

Simple Western 12-230 kDa size-assays were carried out using
Peggy Sue® analyzer (Protein Simple, San Jose, CA, USA).
First, we prepared a 384-microwell plate containing samples
mixed with fluorescent standards and denatured at 95 °C during
5 min, a ladder including 6 size markers, primary antibodies
(dilution 1/50 in our study), secondary antibodies, the detection
solution (equivalent volumes of luminol and peroxide), stack-
ing and separation matrices, according to the manufacturer’s
preparation template [25]. After centrifugation at 1000g during
5 min, the 384-microwell plate was loaded into Peggy Sue®
platform. Then, the complete automated workflow, ranging
from samples’ uptake on the plate to the chemiluminescent
detection and quantification of proteins, was launched. The first
step consisted in samples’ loading into 12 individual single-use
capillaries per cycle (1 cycle comprising 11 samples and 1
ladder), followed by a size-based separation (45 min in our

study). A detection of fluorescence of standards, mixed with
every sample, ensured a control of electrophoresis. Sample pro-
teins were captured onto capillary beds after illumination with
UV light. Incubations of primary and secondary antibodies
lasted 1 h and 30 min respectively in our protocol. Finally, a
chemiluminescent detection of target proteins was automatical-
ly performed with different exposure times, ranging from 4 to
512 s [20]. Target proteins’ sizes were determined for each
sample in comparison to the migration of the size markers of
the ladder. Heights and areas of all detected peaks were system-
atically calculated on Compass for Simple Western® software,
version 3.1.7, using the 4-s exposure time.

Western blot assays

According to their nature, samples could be preliminary dilut-
ed in sodium chloride. Then Laemmli lysis sample buffer (6%
Tris-HCI pH 6.8, 10% (3-mercaptoethanol, 4% SDS, glycerol
and bromophenol blue) was added to samples (ratio 1:1).
Samples were denaturated at 95 °C for 5 min and 10 pL of
samples were separated on NuPAGE 4-12% Bis-Tris protein
gels, 1.0 mm (Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA) with
MOPS SDS running buffer (Thermo Scientific®, Waltham,
MA, USA) according to manufacturer’s instructions.
Proteins were then transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrane and blocked during 2 h with 5% nonfat-
dried milk in Phosphate Buffered Saline (PBS). Membranes
were incubated overnight at 4 °C with rabbit polyclonal
10782-2-AP antibody (dilution 1/2000). Three washes were
then performed in PBS-0.1% Tween. Membranes were incu-
bated 30 min with secondary HRP anti-rabbit antibody
(Agilent Dako®, Santa Clara, USA, dilution 1/2000), washed
four more times with PBS-0.1% Tween and then three times
with PBS. Finally, membranes were incubated with
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
(Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA) and exposed on
Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare®,
Buckinghamshire, UK). Apparent sizes of proteins were de-
termined using MagicMark XP Western Protein Standard
(Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA).

Analytical performances of Simple Western assay

The determination of the limit of detection (LOD) and the
lowest limit of quantification (LLOQ) was performed using
6 samples containing only Sample Buffer, the reagent used to
perform dilutions with Simple Western assay. These “blank”
samples were incubated in 6 different capillaries with both
primary and secondary antibodies. Heights’ and areas’ peaks
were determined for each of these 6 “blank” samples. LOD
and LLOQ were then calculated as: LOD = average signal
(height or area) + 3* (standard deviation); LLOQ = average
signal (height or area) + 10* (standard deviation). In platelet

@ Springer



Fourier A. et al.

samples, capillary-to-capillary variability was evaluated using
6 determinations of the same sample in the same cycle. The
correlation between calculated heights and areas of TDP43
protein signals was determined with the Pearson correlation
coefficient 7. The linearity observed for TDP43 protein signals
was assessed performing a linear regression.

Results

Development of a Simple Western assay to detect
TDP43 protein

Identical 1/50 dilutions of SH SY5Y and HEK293T cell ly-
sates were compared using both Simple Western and Western
Blot assays. First assays were performed using rabbit poly-
clonal 10782-2-AP antibody (Fig. 1a).

Identical TDP43 protein profiles were observed in SH
SYS5Y and HEK293T cell lysates using Western Blot assay,
with a band of strong intensity between 40 and 50 kDa and
faint bands between 30 and 40 kDa. The same patterns were
obtained with Simple Western assay, but bands were around
10 kDa higher than those observed with the manual technique
(54 kDa and 44 kDa respectively). In both assays, the intensity
of signals was stronger in HEK293T cell lysate. The shift of
TDP43 protein sizes was confirmed using two other anti-
TDP43 antibodies presenting a different epitope (rabbit poly-
clonal 12892-1-AP antibody) or coming from a different spe-
cies (mouse monoclonal 2G10 antibody) compared to rabbit
polyclonal 10782-2-AP antibody (Fig. 1b).

Blood-based samples obtained from one patient were then
compared to SH SYSY cell lysate using both Western Blot
and Simple Western assays (Fig. 2a).

Western Blot and Simple Western TDP43 protein profiles
were once again concordant, except for the shift of apparent
sizes previously described (Fig. 2a). Both assays exhibited
similar patterns in platelet samples and SH SY5Y cell lysate
(lanes 3 and 4). On the contrary, protein profiles were different
between plasma samples and SH SYSY cell lysate: the bands
that were previously described in platelet samples and SH
SYS5Y cell lysate were not detected in plasma samples (lanes
1, 2, and 4). However, plasma samples harbored other bands
of different molecular weight. The electrophoretic profile of
diluted PPP was compared to diluted solutions of immuno-
globulins (IgG) and albumin (Alb.), as these two compounds
are abundant in plasma and therefore could serve as migration
controls (Fig. 2b). A similar pattern could be observed be-
tween diluted PPP and immunoglobulins. No reactivity was
detected with diluted albumin.

Quantitation of TDP43 protein using Simple Western
assay

Quantitation performances of Simple Western assay were first
performed using a stock solution of recombinant GST-tagged
TDP43 protein (0.5 mg/mL according to manufacturer’s in-
structions). Serial dilutions were performed, ranging from 0 to
20 ug/L (Fig. 3).

A band of 57 kDa apparent mass was observed in all the
dilutions of recombinant GST-tagged TDP43 protein. No

10782-2-AP
antibody

40

4 seconds
Exposure time

15 seconds
Exposure time

b
12892-1-AP 2G10
antibody antibody
& &
\;obb 5\6 \,'bbb %_@k
& e
wa & a & &
66- 66-
B — 54 kDa B — 54 kDa
— 44 kDa —44 kDa
40 40
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Fig. 1 Comparison of Western Blot and Simple Western TDP43 protein
profiles in HEK293T and SH SY5Ycell lysates. a Comparison of Western
Blot and Simple Western protein profiles of SH SY5Y and HEK293T cell
lysates (dilution 1/50) using rabbit polyclonal 10782-2-AP antibody. b
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Identical Simple Western profiles were obtained in SH SYSY cell lysate
using both rabbit polyclonal 12892-1-AP and mouse monoclonal 2G10
antibodies
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Fig. 2 TDP43 protein profiles in blood-derived samples using rabbit
polyclonal 10782-2-AP antibody. a Comparison of Western Blot (left)
and Simple Western (right) assays representing blood fractionation of
one patient: platelet-poor plasma (PPP) sample precipitated with ice-
cold acetone (lane 1), PPP sample - dilution 1/100 - (lane 2) and

signal was visible when no recombinant TDP43 protein was
added and increased signals were observed for increased

platelet sample (lane 3) are compared to SH SY5Y cell lysate (lane 4).
b Western Blot assays of diluted immunoglobulins (IgG) and albumin
(Alb) solutions with anti-TDP43 antibody compared to a diluted PPP
sample and SH SYSY cell lysate

recombinant protein concentrations (Fig. 3a). The intensity
of signals was automatically calculated by Compass for
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Fig. 3 Serial dilutions of recombinant GST-tagged TDP43 protein using
Simple Western assay. a Graph view and lane view (Compass for Simple
Western® software) of serial dilutions of recombinant TDP43 protein (4-s
exposure time). b Molecular weights, heights, and areas for all the

dilutions of recombinant protein (from 0 to 20 pg/L) automatically
calculated by Compass for Simple Western® software. ¢ Representation
of calibration curves obtained for heights and areas signals
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Simple Western® software (heights and areas are provided in
Fig. 3b). The analysis of 6 “blank” samples, containing
Sample Buffer only, gave a limit of detection (LOD) of 371
for peak heights and 1595 for peak areas. Using the same raw
data, the lower limit of quantification (LLOQ) was 930 and
4322 for peak heights and areas respectively. Next, calibration
curves were generated: a linear calibration curve (= 0.995
for heights and /* = 0.988 for areas) was obtained for concen-
trations below 10 pg/L (Fig. 3¢), as a saturation of signals was
observed for the highest concentration (20 pg/L).
Interestingly, a quadratic model fitted correctly to all concen-
trations (+* = 0.994 for heights and /* = 1 for areas). Using this
last fitting model, the corresponding LLOQ of recombinant
TDP43 protein were then 0.35 pg/L and 0.13 ug/L for heights
and areas respectively. The lowest standard included in the
calibration curve (0.2 pg/L) gave peak heights and peak areas
close to these calculated values (Fig. 3b).

Further assays were performed to assess Simple Western
assay’s suitability to detect and quantify TDP43 signals in
platelet samples (Fig. 4). Signals were detectable until a ten-
fold dilution, which was the strongest dilution performed in
this assay (Fig. 4a). A linearity of signals was observed (7 =
0.9719) for peak heights. Concordant results (* =0.9087)
were obtained with peak areas. The variability of Simple
Western assay was also assessed with repeated measurements
of the same sample 6 times within one cycle: Simple Western
assay exhibited an interesting 5.7% coefficient of variation for
heights’ determination (Fig. 4b). The coefficient of variation
for areas’ determination was 6.3%.

Finally, platelet samples were tested in duplicates in the
cohort of nine patients suspected of familial FTLD (Table 1).

Calculated parameters by Compass for Simple Western® soft-
ware gave concordant results for signals detection and calcu-
lation. Indeed, average heights and areas measured for a same
patient were well-correlated (Pearson correlation coefficient
r=0.986). Duplicates variation was correct for both calcula-
tions, the highest duplicate variability for average heights and
areas being 13.1% and 13.6% respectively. Average heights
exhibited a lower variability than average areas, with an aver-
age coefficient of variation at 4.9% versus 6.2%. In this cohort
of 9 samples with normalized platelet concentration (200 G/
L), a 38-fold difference was observed between the lowest and
the highest TDP43 protein concentrations. Indeed, these two
concentrations were 0.39 ng/L and 14.76 ug/L respectively
using the quadratic calibration curve obtained for height sig-
nals. This variation was significantly above the analytical var-
iation of Simple Western assay (the coefficient of variation
was 5.7%), meaning that samples exhibited TDP43 protein
signals in platelet samples which were quantitatively different
between patients.

Discussion

In this study, platelets appeared as a suitable sample matrix to
study TDP43 protein in frontotemporal dementia patients.
Indeed, platelet samples and SH SYSY cell lysate, considered
as a positive control for our target protein, gave identical
TDP43 protein patterns using two different qualitative
immunodetection assays: Western Blot and Simple Western
assays. Western Blot assay is a commonly used tool to identify
a specific protein in a complex mixture, and was therefore
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Fig. 4 Suitability of Simple Western assay to quantify TDP43 signals in
platelet samples. a Serial dilution of one platelet sample gives linear
signals using Simple Western assay (4-s exposure time). b Capillary-to-
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Table 1 Calculated TDP43

signals in normalized platelet Sample Calculated parameters (Compass for Simple Western® software)

samples (200 G/L) Calculated

parameters include average Average height SD % CV Average area SD % CV

heights and areas of samples

duplicates, their relative standard Patient 1 19,750 25 0.1% 363,476 2580 0.7%

deviation (SD) and their coeffi- Patient 2 43,363 79 0.2% 974,709 15,054 1.5%

Z‘;}“&’; variation In percentage Patient 3 19,675 2569 13.1% 379,628 50,736 13.4%
Patient 4 28,583 2742 9.6% 601,856 37,526 6.2%
Patient 5 28,717 3176 11.1% 523,724 71,382 13.6%
Patient 6 41,743 1015 2.4% 827,149 12,269 1.5%
Patient 7 37,042 1829 4.9% 693,959 36,997 5.3%
Patient 8 25,686 158 0.6% 479,711 18,352 3.8%
Patient 9 1496 28 1.9% 28,569 2883 10.1%

considered as the reference method in our study [26]. Simple
Western assay, a new automated capillary nano-immunoassay,
provided qualitative protein patterns like Western Blot. First
steps of Simple Western assays’ development included the
assessment of different dilutions of SH SY5Y and HEK293T
cell lysates, ranging from 1/200 to 1/20 using rabbit polyclon-
al 10782-2-AP anti-TDP43 antibody. A band of strong inten-
sity at 54 kDa and a fainter band at 44 kDa were visible. The
comparison of Simple Western and Western Blot assays gave
similar TDP43 protein patterns, at the exception of apparent
molecular weight (Fig. 1a). Many factors can affect proteins’
motility including the type of gel or matrix used for electro-
phoresis, running buffers and even the intrinsic characteristics
of target protein [27]. TDP43 protein profiles obtained with
Simple Western technology were confirmed using two other
anti-TDP43 antibodies presenting a different epitope—rabbit
polyclonal 12892-1-AP antibody—or coming from a different
species—mouse monoclonal 2G10 antibody—(Fig. 1b). Our
results were concordant with those of an industrial company
providing another mouse monoclonal anti-TDP43 antibody
(clone 671834), which was tested on A431 human epithelial
carcinoma and NR8383 rat alveolar macrophage cell lines
(https://www.novusbio.com/products/tdp-43-tardbp-
antibody-671834 mab7778) [28]. Despite the shift of protein
sizes observed between both assays, Simple Western was
successful in providing qualitative TDP43 protein patterns.
Differences were observed between plasma samples and SH
SYS5Y cell lysate. Indeed, the 54 kDa band observed in our
positive control was not detected in plasma samples. On the
other hand, additional bands were detectable in plasma
samples, corresponding to immunoglobulin light and heavy
chains (Fig. 2b). This cross-reaction with immunoglobulins
was already described by Steinacker et al. assessing TDP43
protein in CSF samples [29]. Interestingly, contrary to plasma
samples, platelet samples and SH SY5Y cell lysate exhibited
similar TDP43 protein profiles.

In addition to protein profiles assessment, Simple Western
assay allowed an automated semi-quantification of all the

peaks obtained in each capillary. An evaluation of the analyt-
ical performances of the protocol previously developed was
then performed. When performing serial dilutions from a
TDP43 recombinant protein solution, linear signals were ob-
served for concentrations below 10 pg/L (Fig. 3¢). With in-
creased concentrations, a loss of linearity was observed, lead-
ing to a potential underestimation of signals [30]. Moreover, a
burn-out phenomenon was visible, leading to the presence of
split peaks or to a complete disappearance of signals for the
most concentrated samples (data not shown). This phenome-
non was already described for Simple Western assays [25] and
is known as ghost or hollow bands in traditional Western Blot
assays, occurring when too much target protein is applied,
leading to a total depletion of substrate [26].

The linearity of chemiluminescent signals was observed for
one platelet sample (Fig. 4a). In parallel, Simple Western as-
say provided a low capillary-to-capillary variability below
6.3% for both TDP43 heights and areas (Fig. 4b). These per-
formances were similar to other variability assays performed
using Simple Western assay or enzyme-linked immunosor-
bent assays (ELISA) for CSF markers [31, 32]. Thus,
Simple Western protocol seems suitable to detect and quantify
total TDP43 protein in platelet samples.

In our cohort of nine platelet samples obtained from FTD
patients, the lowest and the highest height values were 1496
and 43,363 respectively, despite a normalized platelets’ con-
centration of 200 G/L per sample. The associated TDP43 pro-
tein concentrations were then 0.39 pg/L and 14.76 pg/L re-
spectively. These values were above the LOD and LLOQ of
this assay, validating the suitability of Simple Western assay to
quantify TDP43 protein in platelet samples. Furthermore, this
preliminary exploratory study indicates that TDP43 protein
presents an important inter-individual variability in platelet
samples superior to its analytical variability. This observation
strengthens the fact that TDP43 protein’s detection and quan-
tification in platelet samples could become a potential candi-
date biomarker for diagnosis’ purposes, reflecting pathologi-
cal mechanisms in FTLD and ALS patients [33]. However,
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this variability could also be due to physiological variations
such as age and/or sex. To address these questions, a prospec-
tive study based on our newly validated Simple Western assay,
combining coupled qualitative and quantitative measure-
ments, should be performed to assess TDP43 protein diagnos-
tic performances in larger cohorts of patients with neurode-
generative definite pathology.
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RESUME

Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) représentent la troisiéme étiologie des troubles
neurocognitifs chez 1’adulte de moins de 65 ans. Les DLFT sont constituées d’un ensemble hétérogene de
phénotypes cliniques et sont fréquemment héréditaires. Leurs particularités neuropathologiques communes
reposent sur une atrophie des lobes frontaux et/ou temporaux associ¢e a la présence d’inclusions de protéines
agrégées parmi lesquelles la protéine TAR DNA binding protein 43 (TDP43). Actuellement, aucun marqueur
protéique n’est validé pour diagnostiquer les DLFT du vivant du patient.

Une cohorte de cas certains DLFT-TDP43 a été constituée grace au développement d’outils spécifiques
de diagnostic moléculaire. Une analyse des concentrations pondérales de protéine TDP43 dans le liquide
cérébrospinal (LCS) a été réalisée dans cette cohorte, puis comparée a des cohortes bien caractérisées sur le plan
clinique et neuropathologique. Finalement, les profils qualitatifs de la protéine TDP43 ont été étudiés dans
différents compartiments accessibles du vivant du patient : les profils des formes solubles (LCS et plasma) et des
formes intracellulaires (¢léments figurés du sang) de la protéine TDP43 ont été comparés aux profils protéiques
obtenus sur des tissus cérébraux présentant des inclusions de protéine TDP43. Les profils protéiques des culots
plaquettaires présentent des similitudes avec le tissu cérébral et pourraient devenir un marqueur candidat pour le
diagnostic probabiliste des DLFT.

MOTS-CLES : Dégénérescence lobaire frontotemporale ; Protéinopathies ; TDP43 ; COORF72 ; Biomarqueurs
Profils protéiques ; Criblage a haut débit

TITLE

Towards biomarkers of frontotemporal lobar degeneration: quantitative variations and protein patterns of TDP43
protein in biological matrices

ABSTRACT

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) syndrome is the third most common etiology of presenile
neurocognitive disorders. FTLD is a clinically heterogeneous syndrome and comprises many hereditary cases.
Common neuropathological features rely on a degeneration of the frontal and/or anterior temporal lobes,
associated to specific inclusions of aggregated proteins including TAR DNA binding protein 43 (TDP43).
Unfortunately, no practical protein marker is currently validated to improve FTLD diagnosis in living patients.

A cohort of FTLD patients with definite TDP43 pathology was defined with the development of
specific genetic testing. An analysis of TDP43 concentrations in cerebrospinal fluid (CSF) was performed in this
cohort and then compared to other cohorts well-characterized on clinical and neuropathological features. Finally,
qualitative patterns of TDP43 were studied in compartments accessible from the patient’s living: profiles of
soluble TDP43 protein (in CSF or in plasma) and intracellular TDP43 protein (in the formed elements of blood)
were compared to protein patterns observed in brain tissues with TDP43 protein inclusions. Platelet samples
exhibit similar characteristics to brain tissue and could become a candidate biomarker for FTLD probabilistic
diagnosis.

KEYWORDS : Frontotemporal lobar degeneration; Proteinopathies; TDP43; C9ORF72; Biomarkers
Protein patterns; High throughput screening
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