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Résumé 

 

Le peptide β-amyloïde (ou Aβ) s’accumule dans le parenchyme cérébral et les capillaires au cours de 

la maladie d’Alzheimer (MA), et dans les vaisseaux artériels cérébraux au cours de l’angiopathie 

amyloïde cérébrale (AAC). L’AAC se manifeste, entre autres, par des présentations hémorragiques 

(AAC-he), ou inflammatoires (AAC-ri). Des travaux expérimentaux chez l’animal et des essais 

cliniques d’immunothérapie anti-Aβ chez l’homme montrent que les anticorps réactifs vis-à-vis de 

l’Aβ peuvent moduler son accumulation parenchymateuse, mais auraient tendance à majorer les 

dépôts vasculaires et à déclencher ses différentes manifestations de l’AAC. Or, tous les individus 

présentent spontanément des auto-anticorps naturels anti-Aβ. L’étude de ces anticorps dans le sang 

pour distinguer sujets âgés et patients atteints de MA a donné des résultats contradictoires. Dans 

l’AAC-ri, des éléments de preuve suggèrent la présence de ces anticorps dans le liquide céphalo-

rachidien en phase aiguë, mais leur présence dans le sérum demeure inconnue. 

Nous avons mis au point une technique dérivée de l’ELISA pour l’analyse de différentes 

caractéristiques des anticorps anti-Aβ sériques : leurs réactivités vis-à-vis de différentes préparations 

d’Aβ1-40 et Aβ1-42, leurs isotypes, leurs concentrations et une estimation de leur avidité apparente 

pour l’antigène et l’isotype considéré. Cette technique a été appliquée à l’étude des anticorps anti-Aβ 

sériques  chez l’animal et chez l’homme. Des études pilotes en modèle murin suggèrent la présence 

spontanée d’IgG et d’IgM anti- Aβ chez la souris. Tout comme d’autres auto-anticorps naturels, ici les 

anticorps anti-actine, leur production semble augmenter avec l’âge. Ces résultats préliminaires 

suggèrent également que la production d’IgG anti-Aβ soit sous la dépendance d’une coopération T-B. 

Chez l’homme, nous avons montré la présence des anticorps anti-Aβ dès l’enfance, à un âge où les 

dépôts cérébraux sont absents : la production de ces anticorps n’est donc pas initiée par l’existence 

de dépôts. En outre, comme chez la souris, leur présence dans le sérum augmente avec l’âge. Nous 

avons ensuite étudié sur une cohorte de 105 participants sains ou présentant une AAC-he ou une 

AAC-ri, l’existence de profils sérologiques spécifiques complexes, impliquant particulièrement les 

IgG3, les IgG4, les IgA et les IgM anti-Aβ. Enfin, nous présentons les résultats préliminaires d’une 

étude expérimentale chez la souris APP23, un modèle transgénique présentant des dépôts 

parenchymateux et vasculaires.  Les souris APP23 auxquelles ont été administré des IgG anti-Aβ de 

forte affinité semblent présenter une plus forte réaction astrocytaire, cependant sans augmentation 

de l’Aβ vasculaire, ni augmentation des microsaignements. Ces derniers sembleraient plutôt associés 

aux IgG anti-Aβ naturelles issues de souris non immunisées. 

Cette contribution à l’étude des anticoprs anti-Aβ permet de mieux comprendre les variations 

physiologiques et pathologiques de ces anticorps, et suggère que leur analyse comme potentiel 

biomarqueur de l’AAC, et de ses manifestations hémorragiques ou inflammatoires. 
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EOAD Early-Onset alzheimer’s Disease 

f-40 Aβ1-40 fibrillaire 

f-42 Aβ1-42 fibrillaire 

FLAIR Fluid Attenuated Inversion Recovery 

GFAP Glial fibrillary acidic protein 

GWAS Genome-Wide Association Study 

HEPES acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine  

éthane sulfonique 

HFIP HexaFluoroIsoPropanol 

HRP HorseRadish Peroxydase 

IATI Innotest Amyloïd Tau Index 

Iba1 ionized calcium-binding adapter  

molecule 1 

ICH hémorragie intracérébrale 

IFA Incomplete Freund’s Adjuvant 

IL Interleukine 

IRM Imagerie par Résonance Magnétique 

IV Intraveineuse 

IVIg Immunoglobulines par voie  

intraveineuse 

K’A App Constante apparente d’avidité 

KPI Kunitz-type Protease Inhibitor 

LCR liquide céphalo-rachidien 

LOAD Late-Onset alzheimer’s Disease 

LRP Low Density Lipoprotein receptor  

related protein 

LTP long-term potentiation 

MA maladie d’Alzheimer 

MAST Maximum Avidity Steepness Titer 

MCI Mild Cognitive Impairment 

MMSE Mini-Mental State Evaluation 
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PBS Phosphate Buffered Saline 

PFA ParaFormAldéhyde 

Pgp GlycoProtéine P 

PiB Pittsburgh Compound B 

PSEN Préséniline 

RAGE Receptor for Advanced Glycation  

Endproducts 

ROC Receiver Operating Characteristic 

s-40 Aβ1-40 soluble 

s-42 Aβ1-42 soluble 

Se Sensibilité 

SEC Chromatographie d’Exclusion de Taille 

SNC système nerveux central 

Sp Spécificité 

SPR Résonance Plasmonique de Surface 

TEM microscopie électronique à  

transmission 

TEP Tomographie par Emission de  

Positons 

TFNE Transient Focal Neurologic Episode 

ThT Thioflavine T 

TNF Tumor necrosis factor 

VIF Variance Inflation Factor 
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1. Le peptide β-amyloïde 

Le peptide β-amyloïde (Aβ) est le composant principal des dépôts amyloïdes présents, d’une part, 

dans le parenchyme cérébral au cours de la maladie d’Alzheimer (MA) (Masters et al., 1985), et 

d’autre part, dans la paroi des vaisseaux cérébraux, au cours de l’angiopathie amyloïde cérébrale 

(AAC) (Glenner & Wong, 1984). Nous verrons par la suite que les anticorps anti-Aβ peuvent avoir 

des mécanismes d’actions très variés et peuvent moduler les différentes étapes de sa synthèse et de 

sa clairance. 

Décrire la physiologique du peptide Aβ est donc essentiel d’une part pour d’appréhender les 

mécanismes liés à l’accumulation pathologique de l’Aβ dans la MA et l’AAC, et d’autre part pour 

comprendre les propriétés biologiques et les mécanismes d’action bénéfiques ou délétères des 

anticorps anti-Aβ. 

1.1. Synthèse du peptide Aβ 

1.1.1. L’Amyloid Precursor Protein 

Le peptide Aβ est issu du clivage d’une glycoprotéine transmembranaire appelée Amyloid Precursor 

Protein (APP) (Kang et al., 1987). Le gène de l’APP est situé sur le bras long du chromosome 21 

(21q21.3), mesure environ 240 kilobases et s’étend sur 18 exons (Yoshikai, 1990) (Figure 1). Ce 

gène appartient à une famille relativement conservée au cours de l’évolution, retrouvée chez un 

nombre important d’espèces de vertébrés (Dawkins, 2014). 

Concernant sa structure, l’APP est une protéine de type I, i.e. possédant un seul domaine 

transmembranaire. L’extrémité amino-terminale extracellulaire est longue, tandis que le domaine 

carboxy-terminal intracellulaire (APP intracellular domain ou AICD) est court. La portion de l’APP 

correspondant au peptide Aβ chevauche une partie du domaine extracellulaire, et une partie du 

domaine transmembranaire (Figure 1).  

Un système d’épissage alternatif complexe et encore mal connu est à l’origine de l’expression de 

différentes isoformes de l’APP. Il existerait plus de 10 isoformes d’APP (Li et al., 1999). Les trois 

isoformes principales, sont l’APP695, l’APP751 et l’APP770. Ces trois isoformes expriment les deux 

principaux domaines extracellulaires appelés E1 et E2. Un autre domaine appelé KPI (pour Kunitz-

type Protease Inhibitor) est présent sur l’APP751 et l’APP770, mais pas sur l’APP695 (Beyreuther et al., 

1993). 
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Figure I. Structure de l’Amyloid Precursor Protein (APP). A. Structure du gène de l’APP. B. 

Isoformes majeures de l’APP issues d’un épissage alternatif. L’isoforme APP695 est celle principalement 

exprimée par les neurones. C. Principaux domaines de l’APP770, et séquence correspondant à l’Aβ1-42 

(encadrée). Différents sites de clivage enzymatique sont indiqués par des flèches. D’après Dawkins et al., 2014. 
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Concernant son expression, l’APP est exprimée par des types cellulaires très variés, aussi bien au 

niveau central que périphérique. L’expression des différentes isoformes de l’APP dépend du type 

cellulaire. Au niveau central, les neurones sont la principale cellule exprimant l’APP, chez le sujet sain 

et atteint de MA (Bahmanyar et al., 1987). En condition physiologique, les neurones expriment 

préférentiellement l’APP695. En conditions pathologiques, la synthèse d’isoformes possédant le 

domaine KPI semble toutefois augmentée (Moir et al., 1998), ce qui peut aboutir à une surproduction 

d’Aβ1-42 (Ho et al., 1996). La question de savoir si d’autres cellules du système nerveux central (SNC) 

expriment ou non l’APP est sujette à controverse : l’expression de l’APP par les cellules gliales, 

notamment les astrocytes et les cellules microgliales, a été été observée in vitro (Leblanc et al., 

1991 ; Forloni et al., 1992 ; Rohan de Silva et al., 1997), mais la spécificité du signal observé a été 

contestée par certains auteurs (Guo et al., 2012). L’APP serait également exprimé par différentes 

cellules de l’unité neuro-vasculaires : cellules musculaires lisses, cellules endothéliales et péricytes 

(Forloni et al., 1992 ; Kawai et al., 1993 ; Natté et al., 1999a ; Wisniewski et al., 1994). 

En périphérie, l’APP est exprimée par de nombreux tissus : la glande surrénale, les muscles lisses, 

striés et cardiaque, le foie, le rein, le poumon, le pancréas, la prostate, la rate et le thymus (Selkoe et 

al., 1988 : Arai et al., 1991). L’APP serait exprimé par les  fibroblastes (Müller 2017). Concernant les 

éléments figurés du sang, les plaquettes seraient la principale source d’APP et d’Aβ plasmatique, 

présentant des niveaux d’expression comparable au SNC (Li 1999, Bush et al., 1990, van Nostrand et 

al., 1991), mais l’APP serait également exprimé par des leucocytes tels que les lymphocytes T, les 

monocytes et les neutrophiles (Mönning et al., 1992 ; Nordstedt et al., 1994). 

Les fonctions de l’APP sont encore mal comprises, en dépit du caractère bien conservé dans 

l’évolution, de l’expression considérée comme ubiquitaire, et des nombreux domaines fonctionnels 

de cette protéine. Par l’absence de TATA box et la présence, au niveau de la région promotrice, de 

sites de liaison pour différents facteurs de transcriptions associés à la prolifération et à la 

différenciation cellulaire, certains auteurs ont suggéré qu’il s’agirait d’un gène de ménage (Beyreuther 

et al., 1993). Les protéines de la famille de l’APP seraient des protéines multifonctionnelles jouant 

notamment un rôle dans le développement du système nerveux central et périphérique, dans la 

plasticité et les fonctions synaptiques chez l’adulte, et la neuroprotection (Dawkins et al., 2014 ; 

Müller et al., 2017). 

1.1.2. Catabolisme de l’APP et synthèse de l’Aβ 

L’APP transmembranaire subit une dégradation complexe, qui peut aboutir à de nombreux fragments 

protéiques, dont l’Aβ. On distingue des voies de dégradation dites canoniques, par un groupe 
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d’enzymes appelées secrétases, ainsi que des voies de dégradation non-canoniques. La voie canonique 

se divise en voie non-amyloïdogénique et amyloïdogénique, présentées dans la Figure 2.  

La voie canonique non-amyloïdogénique est initiée par les α-secrétases (principalement ADAM10 

dans le SNC), qui clive l’APP au niveau d’APP612 (Aβ16), libérant dans le milieu extracellulaire l’APPsα. 

Le fragment restant, enchâssé dans la membrane (C-terminal fragment α ou CTFα) est ensuite clivé 

par le complexe -secrétase, qui inclut différentes protéines dont les présénilines PS1 ou PS2). Ce 

clivage libére un peptide extracellulaire p3 correspondant à la partie aminoterminale du peptide Aβ 

(Aβ17-x), et libère également le fragment AICD intracellulaire.  

La voie canonique amyloïdogénique est initiée par les β-secrétases (principalement BACE1 et BACE2 

dans le système nerveux central), qui clive l’APP au niveau de l’extrémité amino-terminale d’Aβ, 

libérant dans le milieu extracellulaire l’APPsβ. Le CTFβ est ensuite clivé par les -secrétases, et libère 

le peptide Aβ1-x extracellulaire, et l’AICD intracellulaire. 

Il faut préciser que l’action des -secrétases se fait par hydrolyses successives, en partant d’un site 

d’endoprotéolyse  majeur situé au niveau d’Aβ49, ou d’un site d’endoprotéolyse  mineur en 

conditions physiologiques situé au niveau d’Aβ48 (Müller et al., 2017). L’action des -secrétases se fait 

ensuite par exoprotéolyses successives tous les 3 aminoacides environ, permettant de libérer, à 

partir du site  majeur, l’Aβx-46, Aβx-43, Aβx-40, et l’Aβx-37, et à partir du site  mineur, l’Aβx-45, l’Aβx-42, 

et l’Aβx-38 . Cette précision permet i) d’expliquer l’abondance relative d’Aβ1-40 comparativement à 

celle d’Aβ1-42 dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et dans le plasma ; ii) d’indiquer que l’Aβ1-40 et 

l’Aβ1-42, qui sont les composants majoritaires des dépôts respectivement vasculaires et 

parenchymateux, sont les produits de deux voies de synthèse distinctes en amont : l’Aβ1-40 n’est donc 

pas un produit de dégradation de l’Aβ1-42 et les dépôts vasculaires d’Aβ1-40 ne sont donc pas le 

reliquat d’anciens dépôts parenchymateux d’Aβ1-42 en voie de clairance vers les vaisseaux.  

D’autres voies de dégradation de l’APP, dites « non-canoniques », ont été décrites, telles que la voie 

-secrétase, la voie -secrétase, la voie de la méprine-β, et la voie-caspase dépendante. Elles font 

intervenir d’autres enzymes et d’autres sites de clivage, qui laissent en général un CTF avec un Aβ 

intact, à l’exception de la méprine-β. Ces voies non-canoniques peuvent donc elles aussi aboutir à la 

synthèse d’Aβ, par action des β- et -secrétases sur le CTF (Müller et al., 2017). 
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Figure 2. Synthèse de l’Aβ à partir de l’APP. A. Voies canoniques amyloïdogénique et non-

amyloïdogénique de clivage de l’APP. B. Séquence de l’APP correspondant à l’Aβ, illustrant les sites de clivage 

majeurs des α-, β-, et -secrétases et les voies de production de l’Aβ1-40 et de l’Aβ1-42  à partir des sites 

d’endoprotéolyse majeur et mineur des gamma-secrétases. D’après Muller et al., 2017. 

 

  

 

 

 

1.1.3. Fonctions des fragments de l’APP 

Les différents produits de dégradation de l’APP joueraient également des fonctions physiologiques 

(Müller et al., 2017). En particulier, l’Aβ a été décrit comme jouant un rôle régulateur de 

l’homéostasie neuronale. A très faibles concentrations, de l’ordre du pM, il faciliterait la LTP et les 

processus de mémorisation, ainsi que la libération de neuromédiateurs présynaptiques via une action 

agonistique sur les récepteurs nicotiniques à l’Acétylcholine (Puzzo et al., 2008 ; Puzzo et al., 2011 ; 

Lawrence et al., 2014). 
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1.2. Diversité du peptide Aβ 

En réalité, ce qu’on désigne comme le peptide Aβ regroupe une variété de peptides distincts par leur 

séquence, les modifications post-traductionnelles qu’ils ont subies, leur conformation et leur état 

d’agrégation (Agrawal et al., 2019 ; Chen et al., 2017). 

1.2.1. Diversité de séquence 

Nous venons de voir que la voie canonique amyloïdogénique aboutit à la synthèse de différents 

peptides Aβ sauvages de différentes longueurs et donc de différentes séquences. Cette diversité est 

essentiellement carboxy-terminale, puisqu’elle fait suite à l’action des -secrétases en partant du site 

d’endoprotéolyse . 

Il existe également une diversité amino-terminale du peptide Aβ. Cette diversité est liée en partie à 

l’action des α- ou β-secrétases, aboutissant respectivement à l’Aβ17-x ou à l’Aβ1-x. En outre, BACE-1 

peut également cliver l’APP au niveau d’Aβ10, donnant lieu à la production d’Aβ11-x (Seubert 1992, 

Kummer 2014). D’autres raccourcissements aminoterminaux interviennent sans action des 

secrétases, vraisemblablement après la synthèse de l’Aβ. L’Aβ2-x serait le résultat de l’action de 

l’aminopeptidase A ou de la méprine β (Wiltfang 2001).  L’Aβ3-x serait le résultat d’une hydrolyse 

médiée par le Cu2+ (Guntert 2006). L’Aβ4-x et l’Aβ5-x sont également des formes prépondérantes 

d’Aβ (Masters 1985 ; Guntert 2006). Il existe également des formes plus courtes : Aβ7-x, Aβ8-x, et 

Aβ9-x (Kummer 2014). 

1.2.2. Modifications post-traductionnelles 

Certaines modifications post-traductionnelles ajoutent un niveau de diversité supplémentaire quant 

aux différents peptides Aβ. Ces différentes modifications peuvent avoir un impact sur les propriétés 

du peptide, qu’il s’agisse de stabilité, de propension à l’agrégation, de propriétés biologiques ou 

d’immunogénicité.  

Le principal site d’oxydation de l’Aβ est une Méthionine en position 35, donnant un sulfoxyde de 

méthionine. Cette oxydation, qui pourrait résulter d’un stress oxydant augmenté chez les patients 

atteints de MA, diminue la propension de l’Aβ à la fibrilloformation. L’Aβ possède trois sites de 

phosphorylation : 2 sérines en Aβ8 et Aβ26, et une thréonine en Aβ10. La phosphorylation en Aβ26 

augmenterait son potentiel neurotoxique, tandis que la phosphorylation en Aβ8 diminuerait sa 

susceptibilité à l’hydrolyse et augmenterait son oligomérisation et à la fibrillation de l’Aβ (Roher, 

2017). La glycosylation et la nitration sont possibles au niveau d’Aβ10. La glycosylation ne semble 
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concerner que des espèces courtes, et pas l’Aβ1-40, ni l’Aβ1-42. La nitration semble réduire la 

propension du peptide à l’agrégation. La pyroglutamylation peut avoir lieu en Aβ3 et Aβ11. Ces 

isoformes montreraient une plus grande propension à l’agrégation et à la neurotoxicité. 

L’isomérisation et la racémisation des aspartates et des asparagines conduit à la formation d’de D- et 

L-asparatate et isoaspartate en Aβ1 et 7. Ces formes sont particulièrement abondantes dans les 

plaques parenchymateuses, et non dans les dépôts vasculaires. (Roher, 2017 ; Kummer, 2014) 

1.2.3. Formes agrégées de peptide Aβ 

Les monomères d’Aβ solubles possèdent une propension à adopter une conformation riche en 

feuillets β. Ces conformères ont tendance à s’agréger en polymères de différentes tailles et 

structures : des oligomères de bas poids moléculaires, puis de plus haut poids moléculaires, jusqu’aux 

protofibrilles et aux fibrilles amyloïdes, qui s’accumulent dans les dépôts parenchymateux et 

neurovasculaires. Ces différents assemblages suivent une classification complexe, et des 

dénominations qui ne sont pas homogènes entre différents auteurs. (Jan 2010, Yagi 2007, Toyama 

2011, Chen et al., 2017).  

Sur le plan technique, ces différents types de polymères d’Aβ sont regroupés en fraction soluble ou 

insoluble, selon qu’on les retrouve dans le surnageant ou le culot après ultracentrifugation d’une 

homogénat de cerveau. Les monomères et les oligomères sont présents dans la fraction soluble 

(Stine et al., 2003). Au sein de la fraction insoluble, la fraction dispersible demeure dans le surnageant 

après centrifugation classique et contient un partie des fibrilles (Stine et al., 2003). Le culot contient 

l’Aβ associé à la membrane, qui peut être extrait à l’aide d’un détergent, et à l’Aβ associé aux 

plaques, qui peut être extrait du culot par l’acide formique (Thal et al., 2015). 

Différentes conditions font varier la facilité avec laquelle le peptide Aβ va s’agréger : la séquence de 

l’Aβ, le temps, la concentration, le pH, la température, et la force ionique sont décrits classiquement 

(Stine et al., 2003). Précisons que l’aggrégation d’Aβ ne suit vraisemblablement pas un chemin linéaire 

entre le monomère et la fibrille mature : certains oligomères tels que les dimères sont des 

intermédiaires de la fibrilloformation, tandis que d’autres tels que les trimères ou les globulomères 

sont des impasses quant à la fibrilloformation, ce qui n’implique pas que ces formes soient dénuées 

de toxicité ou d’importance physiopathologique. 

Les fibrilles amyloïdes d’Aβ sont le composant majeur des plaques amyloïdes et des dépôts 

neurovasculaire d’AAC (Glenner et al., 1984 ; Wong et al., 1985 ; Joachim et al., 1988). Le contenu 

protéique du core des plaques séniles est à 70% composé de protéines qui contiennent la séquence 

de l’Aβ, avec une hétérogénéité assez importante quant à l’extrémité aminoterminale du peptide, et 

une relative homogénéité quant à l’extrémité carboxyterminale, correspondant à de l’Aβx-42. Les 
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dépôts cérébrovasculaires étaient quant à eux plus homogènes, constitués majoritairement d’Aβ1-40 

(Miller et al., 1993). 

1.3. L’Aβ dans les fluides biologiques 

Le peptide Aβ est présent dans le LCR et dans le plasma (Seubert et al., 1992), avec une d’Aβ dans le 

LCR qui est environ 50 à 100 fois supérieure à celle du plasma (Bateman et al., 2006). Il semble 

exister une variation nycthémérale de concentration d’Aβ dans le LCR (Lucey et al., 2017). Dans le 

LCR, le peptide Aβ a une demi-vie d’environ 9 heure, tandis qu’elle est d’environ 3 heures dans le 

plasma (Ovod et al., 2017). Dans le LCR de sujets non déments, l’Aβx-40 représente plus de 70% de 

l’Aβ monomérique, tandis que l’Aβx-38 et l’Aβx-42 en représente seulement 20% et 10%, 

respectivement (Tarasoff-Conway et al., 2015). 

Si l’Aβ périphérique peut pénétrer le SNC (Zlokovic et al., 1993), il semble toutefois que la majorité 

de l’Aβ présent dans le LCR soit d’origine centrale, tandis que l’Aβ d’origine centrale ne représente 

qu’une relativement faible proportion de l’Aβ périphérique (Bateman et al., 2006). 

1.4. Clairance de l’Aβ cérébral 

La clairance de l’Aβ cérébral suit vraisemblablement des voies multiples et complexes (Tarasoff-

Conway et al., 2015). 

Hydrolyse enzymatique extracellulaire 

L’Aβ cérébral peut être dégradé par différentes enzymes, telles que la néprilysine, les enzymes de 

conversion de l’endothéline, l’enzyme de conversion de l’angiotensine, l’enzyme dégradant l’insuline, 

le système fibrinolytique, et les matrice métalloprotéases sont susceptibles de dégrader l’Aβ (Morelli 

et al., 2002 ; Morelli et al., 2004 ; Hernandez-Guillamon et al., 2015). 

Phagocytose et dégradation intracellulaire 

Après phagocytose par des cellules microgliales (Wilcock et al., 2004), des astrocytes (Guenette et 

al., 2003), ou même par des macrophages périvasculaires (Hawkes et al., 2009) ou des cellules 

musculaires lisses, l’Aβ peut être dégradé par différentes voies telles que celle du protéasome après 

ubiquitinylation, la voie endo-lysosomale, ou la voie autophagie-lysosomale (Tarasoff-Conway et al., 

2015). 
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Clairance par la barrière hémato-encéphalique 

Des transporteurs spécifiques de l’Aβ ont été identifiés au niveau de la BHE, et l’influx et l’efflux d’Aβ 

entre les compartiments central et vasculaire sont partiellement élucidés (Tanzi et al., 2004). Le 

récepteur RAGE semble être l’acteur majeur impliqué dans l’influx d’Aβ de la circulation sanguine 

vers le compartiment central (Deane et al., 2003). La plupart des autres transporteurs présents au 

niveau de la BHE sont des transporteurs d’efflux d’Aβ. LRP-1 semble majoritairement impliquée 

(Shibata et al., 2000 ; Zlokovic et al., 2005), mais également la glycoprotéine P (Pgp1 ou ABCB1 ou 

MDR1) (Cirrito et al., 2005), BCRP/ABCG2 (Zhang et al., 2013), l’alpha2macroglobuline,  ABCA1, qui 

médie un transport d’Aβ ApoE-médié, ou encore la mégaline (LRP2) qui médie un transport d’Aβ 

médié par la clusterine ou ApoJ (Tarasoff-Conway et al., 2015). 

Drainage dans le LCR 

L’Aβ présent dans le liquide interstitiel est susceptible d’être drainé par diffusion ou par transport de 

masse (bulk flow) dans le LCR, via les espaces périvasculaires puis les espaces de Virchow-Robin, pour 

rejoindre la circulation par les voies d’efflux du LCR dans la circulation : les villosités arachnoïdes, la 

lame criblée de l’ethmoïde, ou les espaces périneuraux jusqu’aux ganglions lymphatiques cervicaux 

(Tarasoff-Conway et al., 2015).  
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2. Pathologies liées à l’Aβ 

2.1. Maladie d’Alzheimer 

2.1.1. Epidémiologie 

La maladie d’Alzheimer (MA) est la première cause de démence. Elle affecte typiquement le sujet 

âgé : 3% des sujets entre 65-75 ans, 17% des sujets entre 75-85 ans, 32% des sujets au-delà de 85 ans. 

Le sex ratio M:F est de 1:2 (Soria Lopez, 2019). 

Il existe des formes génétiques de MA. Ces formes occasionnent généralement une MA à début 

précoce et sont autosomiques dominantes (autosomal dominant Alzheimer’s Disease ou ADAD). 

Parmi les ADAD, on peut distinguer les formes génétiques avec duplication du gène de l’APP, qui 

peuvent être dues à une trisomie 21 (Donahue et al., 1998) ou à une duplication locale (Cabrejo et 

al., 2006), des mutations de l’APP ou des présénilines. Ces formes représentent environ 1% des cas 

de MA. 

La très grande majorité des MA sont des cas sporadiques, et débutent généralement après 65 ans 

(late onset alzheimer’s disease ou LOAD). Environ 5% des cas d’Alzheimer sporadique sont à début 

précoce (early onset alzheimer’s disease ou EOAD). Le principal facteur de risque génétique est 

l’allèle 4 du gène de l’ApoE (Corder et al., 1993). Cependant, des études GWAS ont identifié plus 

de 25 loci à risque de MA (Kunkle et al., 2019), qui intéressent les fonctions synaptiques, le 

métabolisme lipidique, et le système immunitaire (Hinz et al.,  2017, Rosenthal et al., 2014 ; Karch et 

al., 2015 ; Lambert et al., 2013) 

2.1.2. Clinique 

Sur le plan clinique, le déclin cognitif, d’apparition progressive, évolue sur plusieurs années, de façon 

stéréotypée. Durant la phase asymptomatique, les lésions encéphaliques sont présentes, mais 

précèdent de plusieurs années l’apparition des troubles cognitifs. Durant la phase prodromale, des 

symptômes cognitifs peuvent être détectés, mais n’altèrent pas la vie quotidienne du sujet. C’est 

notamment le cas des sujets catégorisés comme Mild Cognitive Impairment (MCI). Le syndrome 

démentiel qui caractérise la MA ne survient que tardivement (Soria Lopez, 2019). 

Au premier plan domine un syndrome amnésique avec perte de la mémoire épisodique. On retrouve 

en général au second plan l’un des troubles cognitifs suivants : une aphasie, qui se manifeste d’abord 

par un manque du mot et par l’utilisation de périphrases ou de termes vagues, puis par des troubles 

de la compréhension écrite et orale ; une apraxie qui empêche l’exécution de certains gestes, et, plus 
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tardivement, par des troubles de l’écriture caractérisés par une micrographie ; un agnosie qui se 

caractérise par des troubles de la reconnaissance visuelle ou auditive, par exemple la reconnaissance 

des visages (Soria Lopez, 2019). 

Il existe des présentations atypiques de la MA, qui représentent environ 5-15% des cas. Lors de 

celles-ci, l’atteinte mnésique est plus tardive et passe au second plan : la reconnaissance visuelle dans 

l’atrophie cortical postérieure, le langage dans le variant logopénique de l’aphasie primaire 

progressive, ou les fonctions executives et le comportement dans le variant frontal (Villain et al., 

2019). 

2.1.3. Marqueurs radiologiques 

Des marqueurs volumétriques, tels qu’une atrophie hippocampique et pariétale, peuvent être 

mesurés par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Il existe également des marqueurs 

radiologiques utilisés en recherche. La Tomographie par Emission de Positrons (TEP) peut rendre 

compte de différent marqueurs, tels que la charge amyloïde, par exemple en utilisant le Pittsburgh 

compound B (PiB) ou le Florbétapir : il y a dans ce cas une augmentation du signal indiquant la 

présence de dépôts amyloïdes parenchymateux ou vasculaires dans l’encéphale. D’autres marqueurs 

TEP peuvent être utilisé pour la pathologie Tau (Flortaupir), le métabolisme (DFG) ou la 

neuroinflammation (TSPO/DPA) (Soria Lopez, 2019). 

2.1.4. Marqueurs biologiques 

L’essentiel des biomarqueurs validés dans la MA sont des biomarqueurs du LCR. Les patients atteints 

de MA présentent une diminution de l’Aβ42 dans le LCR (Motter et al., 1995), et une augmentation 

de Tau total (Vandermeeren et al., 1993) et de p-Tau. La combinaison de ces paramètres donne une 

bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic de MA. (Sunderland et al., 2003 ; Verbeek et al., 

2003). Ces modifications ont donné lieu à l’élaboration d’un marqueur du LCR appelé IATI (de Riva 

et al., 2014). 

2.1.5. Caractéristiques neuropathologiques 

Sur le plan macroscopique, la MA se caractérise notamment par une atrophie corticale  (Duyckaerts 

et al., 2009). Concernant les aspects microscopique, la MA est caractérisée i) par la présence de 

plaques séniles : une structure extracellulaire parenchymateuse complexe contenant de la substance 

amyloïde et dont le composant essentiel est l’Aβ (Masters et al., 1985) ; ii) par la présence de 

dégénérescences neurofibrillaires, composées de protéine Tau excessivement et anormalement 
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phosphorylée (Brion et al., 1985). Ces lésions s’accompagnent classiquement d’une perte neuronale 

et synaptique, ainsi que d’une composante neuroinflammatoire caractérisée par une activation des 

cellules microgliales et astrocytaires. 

Concernant les dépôts d’Aβ extracellulaires parenchymateux, tous ne prennent pas la forme typique 

de la plaque sénile, et tous ne sont pas nécessairement associés à des troubles cognitifs (Arriagada et 

al., 1992 ; Delaère et al., 1991). Différentes classifications de ces dépots existent (Thal et al., 2006 ; 

Duyckaerts et al., 2009), qui les distinguent sur des critères morphologiques, sur leur propriétés 

tinctoriales vis-à-vis des aux colorants de l’amyloïde telle que le rouge Congo ou la Thioflavine, et sur 

leur immunoréactivité vis-à-vis de différents anticorps anti-Aβ. La question demeure de savoir si ces 

dépôts représentent différents stades de maturité d’une même entité aboutissant à la plaque sénile, 

ou différentes entités. Par exemple, les dépôts dits « diffus » sont faiblement immunoréactifs car peu 

riches en Aβ, ne prennent pas la coloration rouge Congo et ne sont donc pas amyloïdes. Dans 

certaines structures cérébrales, ils peuvent prendre l’aspect de dépôts en lac ou de dépôts 

cotonneux (fleecy amyloid, cotton wool amyloid). Ce type de dépôts est également présent chez des 

individus âgés cognitivement normaux. Les dépôts focaux sont de taille plus petite, très 

immunoréactifs, et présentent un core amyloïde de contour sphérique, entourés ou non d’un halo 

diffus. Certains dépôts focaux sont associés à la présence de cellules phagocytaires et de neurites 

anormaux tau positifs. Le dépôt focal amyloïde et entouré d’une couronne neuritique correspond à la 

plaque sénile (Duyckaerts et al., 2009). Comme le laissent penser leur variabilité morphologique, 

tinctoriale et immunologique, différents types de dépôts parenchymateux contiennent chacun des 

mélanges complexes des différents types d’Aβ (Thal et al., 2006, Rabano et al., 2005), 

Les dépôts parenchymateux s’accumulent suivant une séquence stéréotypée dans différentes régions 

neuroanatomiques, décrits par Dietmar Thal et allant de I à VI. Ils débutent dans le néocortex, puis 

atteignent l’allocortex, les noyaux gris du diencéphale, certains noyaux du tronc cérébral, puis 

d’autres ainsi que le cervelet (Thal et al., 2002a). 

2.2. L’Angiopathie Amyloïde Cérébrale 

L’angiopathie amyloïde cérébrale (AAC) correspond à la présence de dépôts amyloïdes dans la paroi 

des vaisseaux cérébraux : les vaisseaux leptoméningés, les artères de moyen et petit calibre, les 

artérioles, les capillaires ou les veines présents dans le parenchyme cérébral, généralement au niveau 

cortical. 

Toutes les AAC ne sont pas liées à l’Aβ. Certaines mutations dans divers peptides ou protéines, tels 

que les protéines ABri, ADan, la Cystatine C, la Transthyrétine, la protéine Prion, ou la Gelsoline 

sont à l’origine de formes héréditaires familiales rares d’AAC (Revesz et al., 2009). Quelques formes 
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sporadiques d’AAC non liées à l’Aβ incluent les amyloïdoses cérébrales consécutives à une 

amyloïdose systémique AL ou AA (Schroder et al., 1999). 

La forme la plus courante d’AAC est liée à l’Aβ. Il existe des formes génétiques liées à des mutations 

du gène de l’APP, qui donnent des Aβ mutés particulièrement vasculotropiques, telles que les 

mutations Dutch ou Iowa (Greenberg et al., 2020). Cependant, la très grande majorité des cas 

d’AAC sporadiques sont liés à un Aβ sauvage. Le terme d’AAC fera référence à ces dernières formes 

dans la suite de ce manuscrit. 

2.2.1. Epidémiologie 

Les trois principaux facteurs de risque d’AAC sont la présence d’une MA, l’âge, et les variations 

allèliques de l’ApoE (Vinters et al., 1987 ; Greenberg et al., 1998).  

A titre d’illustration, sur 1100 autopsies consécutives, l’AAC était présente chez plus de 95% des 

sujets présentant une MA (Jellinger et al., 2007). 

Puisque l’âge et l’allèle 4 sont également des facteurs de risque de MA, il n’est pas toujours évident 

de départager dans la littérature l’influence directe de l’âge et de l’ApoE sur la survenue de l’AAC, de 

celle liée à la MA. En effet, peu de séries décrivent la prévalence de l’AAC en s’affranchissant de la 

présence d’une MA définie sur le plan neuropathologique. A titre d’illustration, entre 80 et 90 ans, 

50-60% des sujets déments et 20-40% des sujets non-déments présentaient une AAC (Keage et al., 

2009). Dans la série autopsique de Jellinger, chez les sujets sans MA neuropathologique, l’AAC avait 

une prévalence de 5% entre 60-69 ans, 20% entre 70-79 ans, 31% entre 80-89 ans, 43% après 89 ans 

(Jellinger et al., 2007). 

Les allèles de l’ApoE sont également associés à l’AAC, mais résultats contradictoires ont été obtenus 

par différents groupes. Certains groupes ont montré que la présence de l’allèle 4 de l’ApoE, sans 

augmenter le nombre de vaisseaux atteints, augmentait la sévérité de l’atteinte vasculaire, qui est 

corrélée avec la survenue des hémorragies intracérébrales (Alonzo et al., 1998). D’autres groupes 

ont montré que l’allèle 2 de l’ApoE était associé à la présence de vasculopathies (Greenberg et al., 

1998) et à la survenu d’hémorragies (Nicoll et al., 1997), tandis de l’allèle 4 serait présent dans des 

phénotypes non hémorragiques (Charidimou et al., 2015a). Une fois les facteurs confondants 

contrôlés, les deux allèles seraient associés à l’AAC (Yu et al., 2015) 
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2.2.2. Clinique 

L’AAC est associée à une augmentation du risque d’hémorragie intracérébrale (ICH pour 

intracérébral hemorrhage). L’AAC est la seconde cause d’AVC hémorragique après l’hypertension 

artérielle, et son importance semble croissance (Béjot et al., 2013). Elle représente environ 20% des 

AVC hémorragiques non traumatiques du sujet âgé. Le risque de survenue d’une ICH lobaire est 

corrélé non pas au nombre mais à la sévérité des dépôts et donc corrélé à la présence de l’allèle 4 

de l’ApoE, même en l’absence de marqueurs neuropthologiques de MA (Alonzo et al., 1998 ; 

Charidimou et al., 2015 ; Charidimou et al., 2017). La topographie de ces hématomes lobaires 

correspond aux zones corticales privilégiées par les dépôts vasculaires, préférentiellemment en 

occipital (Rosand et al., 2005). Le risque de récurrence des ICH est d’environ 10% par an (Biffi et al., 

2010) 

L’AAC a également été associé à une augmentation du risque d’AVC ischémique. Dans une série 

autopsique, l’AAC serait présente dans 13% des cas d’AVC ischémique, contre 3% des contrôles 

(Cadavid et al., 2000). Bien que l’AAC soit rarement présente dans la substance blanche, il y a une 

corrélation positive entre l’importance des dépôts et la perte de la substance blanche (Tian et al., 

2004). 

L’AAC est un facteur de risque de déclin cognitif et de démence (Greenberg et al., 2014). La 

contribution de l’AAC est difficile à distinguer de celle des autres facteurs de risques fréquents chez 

le sujet âgé, tels que la MA, ou les facteurs de risques cardiovasculaires. Dans l’étude en population 

générale MRC Cognitive Function and Aging Study, la présence d’AAC augmentait le risque de 

démence d’un Odds Ratio de 9.3, en contrôlant sur l’âge, et sur les autres marqueurs 

neuropathologiques de démence, notamment la présence de plaques séniles et de DNF 

(Neuropathology et al., 2001, Greenberg et al., 2004). Le déclin cognitif associé à l’AAC serait 

multifactoriel, dû à la composante ischémique et microhémorragique (Charidimou et al., 2017) 

Les auras amyloïdes (amyloid spells), ou épisodes neurologiques focaux transitoires (transient focal 

neurological episodes ou TFNE) sont des épisodes récurrents, transitoires et stéréotypés qui se 

présentent comme un épisode ischémique transitoire, des convulsions ou une aura migraineuse. Elles 

seraient associées à la présence de cSS et à un risque d’ICH (Vales Monteiro et al., 2019) 

Les manifestations inflammatoires de l’AAC (AAC-ri) se présentent comme une forme rare de 

syndrome méningoencéphalitique spontané, se présentant par un déclin cognitif subaigu ou 

rapidement progressif, accompagné de céphalées, de convulsions, ou de déficits focaux (Eng et al., 

2004). Son pronostic sombre peut être amélioré par corticothérapie ou cyclophosphamide 

(Charidimou et al., 2017, Auriel et al., 2016). A l’imagerie, elle se caractérise par des hyperintensités 

asymétriques sur séquences T2* ou FLAIR, et une atteinte des fibres en U (Auriel et al., 2016 ; Eng et 



39 

 
Figure 3. Représentation schématique du spectre des manifestations radiologiques 

hémorragiques et ischémiques de l’AAC. D’après Charidimou et al., 2017. 

al., 2004). Deux sous-types histologiques ont été définis, l’un dénommé ABRA pour Aβ-related 

angiitis correspondant à une granulomatose intramurale, l’autre dénommé AAC-ri proprement dite 

pour AAC-related inflammation, correspondant à des infiltrats périvasculaire à prédominance 

lymphocytaire (Salvarani et al., 2013). Sur le plan clinique et radiologique cependant, il semble 

n’exister que peu de différences (Chu et al., 2016). 

2.2.3. Marqueurs radiologiques 

Les marqueurs radiologiques d’AAC visibles à l’IRM sont présentés en Figure 3. Ils incluent : les 

marqueurs hémorragiques (hématome lobaire, microsaignements strictements lobaires, sidérose 

cortical superficielle (cSS)), des marqueurs plutôt ischémiques (hypersignaux de la substance blanche, 

dilatation des espaces périvasculaires, microinfarct corticaux), et éventuellement des marqueurs  

inflammatoires (hyperintensités asymétriques sur séquences T2* ou FLAIR, atteinte des fibres en U 

(Boulouis et al., 2017 ; Auriel et al., 2016 ; Eng et al., 2004).  

La présence de microsaignements multiples strictement lobaires ou de cSS sur séquence T2*/SWI 

font désormais partie des critères dits « de Boston » pour le diagnostic de l’AAC (Knudsen et al., 

2001, Linn et al., 2010, Charidimou et al., 2019). Même en l’absence de séquelles d’ICH, la présence 

de microsaignements multiples strictement lobaires est très spécifique de l’AAC en contexte 

hospitalier (Martinez-Ramirez et al., 2015). La cSS est associé à la survenue d’auras amyloïdes 

(Greenberg et al., 1993 ; Charidimou et al., 2012 ; Raposo et al., 2011) et au risque de survenue d’un 

ICH (Linn et al., 2010). 
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2.2.4. Marqueurs biologiques non sérologiques 

Concernant les maruquers du LCR, et de façon similaire à la MA, les concentrations d’Aβ42 dans le 

LCR sont diminuées chez les patients atteints d’AAC. Les concentrations d’Aβ40 le sont également, 

comparativement aux sujets contrôle et aux sujets MA. Les concentrations de protéine Tau totale et 

de p-Tau sont plus élevés dans l’AAC que chez les sujets contrôles, mais moins que chez les sujets 

MA (Verbeek et al., 2009 ; Renard et al., 2012). 

Concernant les marqueurs plasmatiques, des résultats contradictoires ont été obtenus par différentes 

équipes. Certains auteurs n’ont pas trouvé de différence concernant les concentrations d’Aβ 

plasmatique entre patients présentant une AAC-he et ceux présentant une hémorragie hypertenisve 

(Greenberg et al., 2000). En revanche, une autre équipe a trouvé une augmentation de l’Aβ1-42 et de 

l’Aβ1-40 dans les plasmas des sujets avec AAC-he probable comparés à ceux de sujets sains 

(Hernandez-Guillamon et al., 2012). 

2.2.5. Caractéristiques neuropathologiques de l’AAC 

L’AAC se caractérise par la présence d’Aβ vasculaire dans l’encéphale. Ces dépôts sont 

extracellulaires. Ils impliquent systématiquement la media, entourant les cellules musculaires lisses, 

puis l’adventice, et enfin, toute l’épaisseur de la paroi vasculaire. Aux stades de sévérité avancés, on 

observe une perte des cellules musculaires lisses, tandis que l’endothélium est toujours préservé. 

L’atteinte vasculaire aboutit à différents types de vasculopathies : nécrose fibrinoïde,  aspect en 

« double tonneau », microanévrisme, occlusion du vaisseau, hémorragie… (Attems et al., 2005a ; 

Attems et al., 2005b) Cette sévérité de l’atteinte du vaisseau correspond à la gradation de sévérité 

proposée par Vonsattel (Vonsattel et al., 1991) 

Sur le plan topographique, l’atteinte vasculaire est distribuée très irrégulièrement, et souvent qualifiée 

de « patchy » dans la littérature (Vinters et al., 1987). Tout comme pour les dépôts parenchymateux, 

l’évolution des dépôts vasculaires dans la MA suit une séquence stéréotypée : les études concordent 

en général pour dire que le lobe occipital est le plus fréquemment touché, suivi par les lobes 

frontaux, temporaux, et pariétaux. Cela a conduit Olichney de proposer son système de sévérité 

(Olichney et al., 1997). Les noyaux gris centraux, le thalamus et le cervelet sont plus rarement 

affectés, tandis que la substance blanche et le tronc cérébral sont en général épargnés (Thal et al., 

2002, Thal et al., 2008). Pour une zone donnée, l’atteinte vasculaire suit une distribution centripète : 

les vaisseaux les plus fréquemment touchés sont les artères leptoméningées, suivies par les artères 

puis par capillaires corticaux, tandis que les vaisseaux plus profonds de la substance blanche sont 

rarement touchés (Attems et al., 2005b).  
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2.3. Angiopathie amyloïde cérébrale et maladie d’Alzheimer 

En raison de leur association fréquente, de facteurs de risques communs, et du fait qu’elles 

impliquent des peptides similaires, il est parfois difficile de distinguer dans la littérature ce qui est lié à 

l’AAC per se, de la composante parenchymateuse. Cependant, il est de plus en plus admis que MA et 

AAC sont des pathologies relativement indépendantes (Greenberg et al., 2020). 

Au moins trois hypothèses ont été évoquées pour expliquer la formation des dépôts 

cérébrovasculaires d’Aβ (Kumar-Singh et al., 2008). 

L’hypothèse systémique suppose une origine périphérique à l’Aβ cérébrovasculaire. Le fait que les 

dépôts débutent du côté abluminal de la membrane basale suggère plutôt une origine centrale 

(Yamaguchi et al., 1992). De même, même s’il existe un influx d’Aβ périphérique médié par le 

transporteur RAGE endothélial, il est admis que la périphérie est au final un compartiment d’efflux de 

l’Aβ de provenance centrale (Deane et al., 2003). De plus, de hauts niveaux d’Aβ périphériques ne 

semblent pas favoriser de dépôts centraux chez la souris (Fukuchi et al., 1996). 

L’hypothèse vasculaire suppose une origine locale de l’Aβ cérébrovasculaire. En effet, plusieurs types 

cellulaires vasculaires expriment l’APP : les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, et les 

péricytes (Kawai et al., 1993 ; Natté et al., 1999b ; Wisniewski et al., 1994). De surcroît, la 

stimulation de cellules musculaires lisses par de l’Aβ entrainerait une surproduction d’Aβ (Davis-

Salinas et al., 1995 ; Verbeek et al., 1997). 

L’hypothèse du drainage suppose que l’Aβ vasculaire prend son origine par la production neuronale 

d’Aβ et atteindrait le vaisseau comme voie d’efflux de l’Aβ (Weller et al., 1998). Des arguments 

importants vont dans le sens de cette hypothèse. Premièrement, on sait que l’Aβ est capable de 

diffuser loin de son site de production (Meyer-Luehmann et al., 2003). Deuxièmement, le croisement 

des souris APP KO et APP23 montre que la production cérébrale d’Aβ est suffisante pour induire 

des dépôts parenchymateux et vasculaires (Calhoun et al., 1999). Si l’hypothèse du drainage est 

correcte, elle ne signifie pas pour autant que les dépôts vasculaires sont la forme terminale des 

dépôts parenchymateux en voie de clairance. 

En effet, il existe une différence de composition des dépôts parenchymateux et vasculaires. La 

quantité d’Aβx-40 extraite du cerveau de sujets atteints de MA, mais pas la quantité d’Aβx-42, était 

corrélée à l’importance de l’AAC chez ces sujets (Gravina et al., 1995). En effet, les dépôts 

parenchymateux, en tout cas du core de plaques séniles, semblent composés principalement d’Aβx-

42, et dans une moindre mesure, d’Aβx-40, contrairement aux dépôts vasculaires qui ne 

présenteraient que très peu d’Aβx-42, et majoritairement d’Aβx-40 (Miller et al., 1993), ce qui a été 

confirmé par spectrométrie de masse après désorption par laser (Kakuda et al., 2017). De surcroît, 
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les dépôts parenchymateux présenteraient une grande diversité aminoterminale, signe d’une 

digestion enzymatique, tandis que cette diversité est plus faible pour les dépôts vasculaires (Miller et 

al., 1993 ; Zampar et al., 2020). 

Que l’Aβ40 et l’Aβ42 caractérisent principalement les dépôts vasculaires et parenchymateux, 

respectivement, a toutefois été contesté par certains auteurs. Certaines études vont dans le sens 

d’une richesse des dépôts parenchymateux en Aβ40, en particulier des dépôts dits « matures », le 

core des plaques séniles (Michno et al., 2020). D’autres autreurs ont souligné la richesse en Aβ42 des 

dépôts vasculaires (Roher et al., 1993). Dans tous les cas, la variabilité du contenu des dépôts 

parenchymateux et vasculaires, et le fait que certains dépôts parenchymateux puissent en réalité être 

vasculocentrés, rendent compliquée la mise en œuvre pratique de cette disticntion. Plusieurs auteurs 

avancent que la composition de certains dépôts parenchymateux est très proche de dépôts 

vasculaires (Rabano et al., 2005), mais il n’est pas exclu que ces dépôts ne correspondent à de 

l’angiopathie dyshorique centrée sur un dépôt vasculaire. 

 

En outre, depuis les années 2000, la littérature distingue l’AAC capillaire de l’AAC artérielle. Ces 

deux types de dépôts ne montrent qu’une faible corrélation (Attems et al., 2004a). Contrairement 

aux dépôts artériels, les dépôts capillaires semblent en continuité physique avec les dépôts denses 

parenchymateux (Preston et al., 2003), seraient composés majoritairement d’Aβx-42, et leur 

importance serait corrélée avec celle des marqueurs neuropathologiques de la MA, mais pas avec 

l’AAC artérielle (Attems et al., 2004b). L’AAC capillaire est associée à l’ApoE4 (Thal et al., 2008), 

mais pas à l’ApoE2 (Yu et al., 2015). Les dépôts capillaires seraient associés à des modifications de 

l’expression ou à des polymorphismes de gènes de transporteurs de la BHE impliqués dans l’efflux 

d’Aβ, tels de la Pgp (Carrano et al.,  2014) ou LRP1 (Thal et al., 2008). 

2.4. Facteurs influençant l’accumulation pathologique d’Aβ dans l’encéphale 

Quelle que soit leur relation, la MA et l’AAC sont deux pathologies liées à une accumulation 

intracérébrale d’Aβ. Cette accumulation pathologique doit être liée à un déséquilibre entre la 

synthèse des formes pathogènes d’Aβ et leur élimination. De façon simplifiée, on considère 

désormais que les formes génétique de MA et d’AAC sont essentiellement dues à un excès de 

production, tandis que les formes sporadiques de MA et d’AAC seraient liées à un défaut de 

clairance de l’Aβ. 
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Facteurs influençant la synthèse de l’Aβ et son agrégation 

In vitro, une plus forte concentration d’Aβ favorise son agrégation. In vivo, dans les duplications du 

gène de l’APP, qu’il s’agisse de la trisomie 21 ou de duplications du gène, la synthèse d’Aβ est 

augmentée et ces patients présentent une amyloïdose cérébrale précoce. Les isoformes d’APP 

possédant un domaine KPI, dont l’expression est augmentée dans le cerveau avec l’âge et en 

conditions pathologiques (Moir et al., 1998), orienteraient vers la voie amyloïdogénique plutôt que 

vers l’action des α-secrétases et augmenteraient ainsi la quantité d’Aβ produit (Ho et al., 1996). De 

même, les mutations de l’APP hors de la séquence codant l’Aβ peuvent modifier le catabolisme de 

l’Aβ. Par exemple, les mutations de l’APP autour du site de clivage des secrétases peuvent augmenter 

(comme la mutation Swedish Lys670Met Asn671Leu) ou diminuer (A673T) la quantité d’Aβ sauvage 

produit, sans modifier le ratio Aβ42:Aβ40, ce qui confère une susceptibilité dans le premier cas, une 

protection dans le second aux pathologies à dépôts d’Aβ (Hunter et al., 2018). C’est également le cas 

des mutations de la PSEN1, généralement après le codon 200 (Greenberg et al., 2020). 

Le type d’Aβ produit influence également son agrégabilité : si l’Aβ1-42 est un sous-produit mineur du 

catabolisme de l’APP, représentant environ 10% de l’Aβ produit, contre plus de 70% pour l’Aβ1-40, il 

possède en revanche une propension beaucoup plus importante à s’agréger. Les mutations de l’APP 

au sein de la séquence codant l’Aβ sont à l’origine de différents Aβ mutés, qui possèdent différentes 

propensions à l’agrégation. En outre, des modifications post-traductionnelles de l’Aβ peuvent 

également influencer son agrégabilité (Roher et al., 2017). La présence et l’abondance de certains 

cofacteurs peuvent également faciliter ou non l’agrégation de l’Aβ. C’est le cas de certains cations 

divalents tels que Zn2+ ou Cu2+ (Matheou et al., 2016), de l’ApoE (Baum et al., 2000), ou de la 

présence de cholestérol et de certains gangliosides de membrane (Matsusaki et al., 2014). 

Facteurs favorisant l’accumulation vasculaire d’Aβ 

Comme nous l’avons déjà présenté, il est admis que l’Aβ40 a plutôt un tropisme vasculaire, tandis 

que l’Aβ42 a plutôt un tropisme parenchymateux. Ainsi, le ratio Aβ40:Aβ42 est plus élevé dans les 

dépôts vasculaires artériels que dans les plaques séniles, ce qui n’est cependant pas le cas si l’on 

considère les dépôts capillaires, et certains dépôts parenchymateux hors des plaques séniles (Roher 

et al., 1993, Attems et al., 2004). Certaines mutations de l’APP ou de la PSEN1 vont favoriser le 

clivage par les -secrétases sur certains sites , et vont donc favoriser la production d’Aβ1-42 (London 

(Val717Ile) ou les mutations de la PSEN1 avant le codon 200), ou inversement favoriser la production 

d’Aβ1-40 (Dutch (Glu693Gln), Italian (Glu693Lys), Iowa (Asp693Asn), ou Piedmont (Leu705Val)). 
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Les mutations favorisant une élévation du ratio Aβ42:Aβ40 vont plutôt donner des phénotypes 

parenchymateux type MA, tandis que celles favorisant une diminution du ratio Aβ42:Aβ40 vont 

plutôt donner des phénotypes vasculaires (Hunter et al., 2018 ; Greenberg et al., 2020). 

Les peptides Aβ tronqués à leurs extrémités carboxyterminale, aminoterminale, ou ayant subi des 

modifications post-traductionnelles semblent posséder un tropisme vasculaire variable (Kakuda et al., 

2017). De façon générale, les peptides Aβ dont la taille est inférieure à l’Aβ42 ont un tropisme 

vasculaire, tandis que l’Aβ42 et l’Aβ43 ont plutôt un tropisme parenchymateux (Greenberg et al., 

2020). Certains Aβ mutés possèdent un tropisme vasculaire. En particulier, les mutations Arctic et 

Flemish sont caractérisées par des dépôts vasculaires, mais aussi parenchymateux d’Aβ40, sans 

augmentation de la synthèse globale d’Aβ (Greenberg et al., 2020). 

Il n’existe pas de preuve directe chez l’homme qu’un défaut de clairance de l’Aβ favorise la survenue 

de dépôts vasculaires plutôt que parenchymateux. Dans des modèles murins cependant, il a été 

montré un défaut d’efflux pour l’Aβ40 porteur de la mutation Dutch, comparativement à l’Aβ40 

sauvage, potentiellement à l’origine de son accumulation vasculaire (Agyare et al., 2012).  
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3. Anticorps anti-Aβ 

Il existe des anticorps réactifs vis-à-vis de l’Aβ humain et/ou murin (ci-après « anticorps anti-Aβ »). 

Différents anticorps peuvent lier ou non différents peptides Aβ dans différents états d’agrégation, 

sous forme soluble ou de dépôts cérébraux. Dès les premiers articles sur les anticorps anti-Aβ, 

Gaskin et al., ont montré que 4 lignées de cellules B immortalisées provenant d’une patiente atteinte 

de MA produisaient des IgM capables de se fixer aux plaques séniles et aux dépôts cérébrovasculaires 

sur des coupes de cerveaux de sujets MA (Gaskin et al., 1993). La plupart des autres lignées établies 

à partir de sujets MA ou âgés sains, capable de lier l’Aβ en ELISA n’ont cependant pas montré de 

réactivité vis-à-vis des plaques ou des dépôts vasculaires (Xu et al., 1997). 

Certains arguments expérimentaux suggèrent que la réactivité fibrillaire dépend de l’épitope, et que 

seuls les anticorps réactifs vis-à-vis de l’extrémité aminoterminale du peptide seraient susceptibles de 

se fixer sur les dépôts fibrillaires avec une affinité suffisante (Miller et al., 2003 ; Bard et al., 2004) 

On peut d’ailleurs mettre en évidence la présence d’immunoglobulines dans les dépôts cérébraux. 

Différentes études immuno-histologiques ont en outre montré que des immunoglobulines sont fixées 

in situ sur certaines plaques séniles (Nath et al., 2003 ; Kellner et al., 2009). La majorité des plaques 

neuritiques présentes chez les sujets MA et les sujets contrôles avec plaques ont présenté une 

décoration par les IgG. De surcroît, les sujets avec la plus faible charge amyloïde intracérébrale 

montraient la plus forte proportion de plaques décorées par les IgG, et une augmentation du nombre 

de cellules CD68+, interprétées comme correspondant à de la microglie activée. (Kellner et al., 

2009). Concernant les dépôts vasculaires aussi bien artériels que capillaires, ils contiennent également 

des IgG. La charge de ces dépôts en IgG est d’ailleurs corrélée avec l’infiltration de cellules T, chez 

les sujets non-immunisés aussi bien qu’immunisés contre Aβ (Zotova et al., 2013). 

3.1. Mécanismes d’action des anticorps anti-Aβ 

Les anticorps anti-Aβ pourraient moduler l’accumulation intracérébrale de l’Aβ, par différents 

mécanismes d’action partiellement élucidés. Ces différents mécanismes et propriétés ne sont pas 

mutuellement exclusifs pour un anticorps donné. Ils ne sont pas non plus nécessairement tous mis en 

jeu pour n’importe quel anticorps. En effet, ces mécanismes de modulation de l’accumulation de l’Aβ 

doivent dépendre des propriétés de l’anticorps anti-Aβ considéré : de sa réactivité vis-à-vis de telle 

ou telle espèce d’Aβ, par exemple sa propension à lier l’Aβ1-40 ou l’Aβ1-42, ou bien à lier les formes 

solubles ou les fibrilles ; de son affinité vis-à-vis de ces différentes espèces ; de son isotype, pour 

activer telle ou telle propriété effectrice ; du compartiment dans lequel il se trouve, sanguin ou 

central. 
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Bien sûr, la preuve de concept de ces mécanismes a souvent été mise en évidence 

expérimentalement au moyen d’anticorps monoclonaux anti-Aβ, ou parfois, en utilisant des 

préparations d’Immunoglobulines par voie intra-veineuse (IVIg), suggérant alors que de tels 

mécanismes puissent être à l’œuvre spontanément chez des sujets avec ou sans pathologie amyloïde. 

3.1.1. Diminution de la synthèse d’Aβ 

Certains anticorps reconnaissant les parties amino- et carboxy-terminales de l’Aβ pourraient 

diminuer ou moduler l’accès des secrétases aux sites de clivage de l’APP (Deng et al., 2012). Ainsi, 

ces anticorps que l’on devrait plutôt considérer comme des anticorps anti-APP, et qui d’ailleurs ne 

lient pas nécessairement l’Aβ soluble, pourrait modifier la quantité et le type d’Aβ produit (par 

exemple Aβ1-40 plutôt qu’Aβ1-42) et la quantité d’Aβ produit (Thomas et al., 2011 ; Thomas et al., 

2013). De surcroît, ces anticorps anti-APP auraient des effets bénéfiques sur la cognition dans des 

modèles de souris transgéniques indépendamment de leur effet sur la modulation de la synthèse de 

l’Aβ (Rakover et al., 2007) 

3.1.2. Neutralisation des formes solubles d’Aβ et inhibition de l’aggrégation 

Un autre mécanisme d’action des anticorps anti-Aβ serait de limiter la synthèse de fibrilles amyloïdes, 

par capture des formes solubles d’Aβ, ou bien par la préservation d’espèces d’Aβ dans des 

conformations non-amyloïdogéniques. En effet, des anticorps monoclonaux anti-Aβ sont capables de 

d’inhiber l’aggrégation de l’Aβ in vitro (Solomon et al., 1996). Il a été montré in vitro que les IVIg 

inhibent la formation d’oligomères solubles (Klaver et al., 2010) et la fibrilloformation (Cattepoel et 

al., 2013 ; Valls-Comamala et al., 2017). L’inhibition de la fibrilloformation a pu être reproduite avec 

des IgG anti-Aβ purifiées à partir de ces préparations, et non avec les IgG non retenues par le 

processus de purification (Du et al., 2003).  

La liaison d’un anticorps à l’Aβ dans le compartiment central peut avoir plusieurs effets. D’une part, 

un effet de déplacement des équilibres dynamiques entre les monomères, les différents oligomères et 

les formes fibrillaires, éventuellement en défaveur de la formation d’espèces insolubles ou 

neurotoxiques. D’autre part, un effet neuroprotecteur par neutralisation de formes toxiques solubles 

(oligomères, protofibrilles) ou insolubles (fibrilles amyloïdes). Il semble en effet que les formes 

agrégées de l’Aβ, et en particulier les oligomères solubles, soient les plus neurotoxiques (Hong et al., 

2018). 

Les résultats de nombreux groupes concordent pour dire que les IVIg réduisent la neurotoxicité du 

peptide Aβ, ou bien sur lignée cellulaires (Widiapradja et al., 2012 ; Du et al., 2003 ; Szabo et al., 

2008), ou bien sur cultures primaires de neurones (Magga et al., 2010). Outre la neutralisation des 
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espèces neurotoxiques, les IVIg diminueraient la neurotoxicité directe du peptide Aβ en inhibant les 

voies de mort cellulaire par apoptose caspase-3 dépendante, et augmenteraient la synthèse de la 

protéine anti-apoptotique bcl2 (Widiapradja et al., 2012). Cet effet neuroprotecteur des IVIg sur 

culture de lignée de neurones a pu être reproduit avec des IgG anti-Aβ purifiées à partir de ces 

préparations, et non avec les IgG non retenues par le processus de purification (Du et al., 2003). Sur 

le plan électrophysiologique, les IVIg restauraient de façon dose dépendante l’inhibition de la LTP 

médiée par l’Aβ (Cattepoel et al., 2013). 

3.1.3. Désagrégation de fibrilles préformées  

D’autres anticorps monoclonaux anti-Aβ semblent capables de désagréger des fibrilles amyloïdes 

préformées et ainsi de resolubiliser l’Aβ in vitro (Solomon et al., 1997 ; Istrin et al., 2006). Cette 

propriété semble dépendante de l’épitope ciblé par ces anticorps, en l’occurrence la partie N-

terminale de l’Aβ. Cette resolubilisation conduit à une diminution de la neurotoxicité de l’Aβ 

fibrillaire (Solomon et al., 1997). 

Il a également été montré in vitro que les IVIg sont capables de dissocier les fibrilles préformées 

(Cattepoel et al., 2013) et que cela est dû à la fraction des Ig réactives vis-à-vis de l’Aβ (Du et al., 

2003). En revanche, l’incubation d’IVIg sur coupes de cerveaux de souris transgénique ne permet pas 

de mettre en évidence une diminution des plaques ou une augmentation de la solubilisation de l’Aβ 

(Magga et al., 2010). 

3.1.4. Activation de la phagocytose microgliale 

Plusieurs équipes se sont intéressées à l’activation microgliale par les anticorps anti-Aβ, avec des 

résultats relativement contradictoires : les anticorps anti-Aβ faciliteraient la phagocytose de l’Aβ par 

les cellules gliales, en particulier les cellules microgliales, par opsonisation des particules solubles ou 

non d’Aβ, ce qui aurait un effet bénéfique. Toutefois, l’activation des cellules microgliales ayant 

phagocyté l’Aβ aurait quant à elle un effet potentiellement délétère.  

Dans des cultures primaires de cellules microgliales murines, des anticorps monoclonaux anti-Aβ 

(Takata et al., 2007), les IVIg (Cattepoel et al., 2013), et anticorps anti-Aβ purifiés à partir d’IVIg 

(Gold et al., 2013) sont capables d’opsoniser, c’est-à-dire de faciliter la phagocytose de l’Aβ par les 

cellules gliales. Ce phénomène a pu également être mis en évidence ex vivo, en incubant des cellules 

gliales avec ou sans IVIg sur des coupes de cerveaux de souris transgéniques : la présence d’IVIg 

majorait la réduction des plaques induite par les cellules microgliales, mais pas celle induite par les 

astrocytes. Après administration périphérique d’IVIg dans un modèle de souris transgénique, les 
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mêmes auteurs ont montré une co-localisation des IgG humaines et des dépôts parenchymateux 

d’Aβ, structures entourées par de la microglie activée (Magga et al., 2010). 

La phagocytose de l’Aβ par les cellules microgliales induit la sécrétion de cytokines 

proinflammatoires telles que le TNF-alpha et l’IL-6 (Gold et al., 2013). Cette activation microgliale 

conduisant à un microenvironnement proinflammatoire a été confirmée par d’autres auteurs 

(Morkuniene et al., 2013), y compris sur de la microglie humaine (Lue et al., 2002). 

Le caractère bénéfique ou délétère de cette inflammation microgliale est débattu. Les surnageant de 

cultures primaires de microglies traitées par Aβ et anticorps anti-Aβ ont plutôt montré un caractère 

neuroprotecteur (Gold et al., 2013). Cependant, dans des co-cultures primaires de neurones et de 

cellules microgliales murines, la présence d’anticorps monoclonal contre les polymères d’Aβ 

potentialise l’effet neurotoxique de l’Aβ, de façon Fc-dépendant et microgliale dépendante. 

(Morkuniene et al., 2013). De façon similaire, dans des cultures primaires d’hippocampes de rats, la 

présence d’anticorps monoclonal contre les polymères d’Aβ potentialise l’effet neurotoxique de l’Aβ 

(Nath et al., 2003). Cependant, toujours dans des cultures primaires d’hippocampes, des IgG anti-Aβ 

naturelles de sujets sains ont montré un effet neuroprotecteur (Britschgi et al., 2009). 

3.1.4. Favorisation de l’efflux de l’Aβ médié par les anticorps 

Les anticorps anti-Aβ périphériques semblent pouvoir pénétrer dans l’encéphale par diffusion passive 

(Banks et al., 2002). L’influx actif dans l’encéphale a été montré pour certaines IgG (Zlokovic et al., 

1990), mais pas directement pour les IgG anti-Aβ. Il n’y a toutefois pas de raison a priori pour que ce 

passage soit dépendant de la spécificité antigénique de l’anticorps. Il est admis que les anticorps qui 

pénètrent dans l’encéphale le font sous forme libre. La formation de complexes Aβ-anticorps en 

périphérie ne modifie pas l’influx d’Aβ et il ne semble pas que RAGE, qui joue un rôle dans l’influx 

d’Aβ libre, joue un rôle dans l’influx de ces complexes (Deane et al., 2003 ; Deane et al., 2005). 

En revanche, des arguments expérimentaux suggèrent que LRP-1, mais surtout le FcRn exprimé sur 

le pôle abluminale des cellules endothéliales joue un rôle important dans l’efflux des complexes 

immuns IgG monoclonale-Aβ, en particulier dans un contexte de vieillissement physiologique ou 

pathologique (Deane 2005). 

3.1.5. Neutralisation et Peripheral sink 

Il est admis que seule une très faible proportion des anticorps administré par voie périphérique 

diffuse dans le compartiment central, de l’ordre de 0.1% ou moins. Si les principaux mécanismes 

d’action des anticorps anti-Aβ prennent place au niveau central, c’est un argument fort à l’encontre 
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des immunothérapies passives administrées par voie périphériques : la biodisponibilité au site d’action 

serait alors très faible. 

En 2001, de Mattos et al., ont apporté la preuve de concept d’un mécanisme d’action baptisé 

peripheral sink, ou « siphon périphérique », au cours duquel l’activité des anticorps anti-Aβ est 

essentiellement périphérique : la formation de complexes antigène-anticorps dans le sang favoriserait 

un déplacement d’équilibre de l’Aβ libre du milieu central et vers la circulation sanguine. L’anticorps 

monoclonal anti-Aβ m266, l’équivalent murin du solanezumab, liant essentiellement l’Aβ soluble. Son 

administration périphérique chez la souris PDAPP multipliait par 1000 les concentrations d’Aβ 

plasmatique, et diminuait la charge d’Aβ cérébral sans que cet anticorps ne se fixe aux dépôts 

encéphaliques (de Mattos et al., 2001). Ce mécanisme pourrait également être à l’œuvre avec des 

anticorps naturels : chez les souris transgéniques traitées par IVIg par voie périphérique, l’Aβ 

plasmatique est augmenté, tandis que l’Aβ soluble dans l’hippocampe, le cortex, et le LCR est 

diminué. Des arguments suggèrent que ce renfort de l’efflux d’Aβ serait médié par LRP1, notamment 

au niveau du plexus choroïde (Gu et al., 2014). 

On peut toutefois s’interroger sur le rôle de la fraction d’IVIg atteignant le compartiment central. 

Chez la souris sauvage ou transgénique, si une faible proportion des IVIg administrées semble 

atteindre le compartiment central, elle le fait avec une très faible constante d’élimination et donc une 

accumulation dans le temps. Ce passage se fait a priori sans altération de la BHE, via un mécanisme 

de transport saturable, de la même façon chez les animaux sauvages ou transgéniques (St-Amour et 

al., 2013 ; St Amour et al., 2014). Il semble que la biodisponibilité des IVIg au niveau central soit 

supérieur en IV qu’en IP, et que ce passage pourrait principalement avoir lieu au niveau du plexus 

choroïde plutôt que via la BHE (Magga et al., 2010). Dans un modèle murin de MA, des IgG humaines 

colocalisées au niveau des zone Aβ-reactives du parenchyme étaient présentes chez les souris 

traitées par IVIg parentérales (Magga et al., 2010). Il semble donc qu’en première analyse, tous les 

mécanismes d’actions, y compris centraux, envisagés plus haut pour les anticorps anti-Aβ 

monoclonaux puissent être envisagés également pour les IVIg. 

3.1.6. Hydrolyse de l’Aβ 

Certains anticorps anti-Aβ catalytiques seraient capables de cliver l’Aβ soluble. C’est le cas d’IgM 

monoclonales issues de patients présentant un lymphome lymphoplasmocytaire, capables de cliver 

l’Aβ1-40 entre les acides-aminés 28 et 29 (site majeur) et 16 et 17 (site mineur), et de relarguer ces 

fragments. Ces anticorps ont un effet neuroprotecteur sur des lignées de neurones incubées avec de 

l’Aβ40. Cet effet pourrait avoir lieu en théorie aussi bien en périphérie qu’au niveau central. De 

façon intéressante, certains auteurs ont montré que des IgM anti-Aβ administrées par voie IV 
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pouvaient se retrouver au niveau central (Banks et al., 2007). Les préparations d’IVIg pures, 

contenant essentiellement des IgG, n’ont pas montré d’activité catalytique vis-à-vis de l’Aβ. 

Cependant, les IgG anti-Aβ extraites d’IVIg ont quant à elles montré une propension à hydrolyser 

l’Aβ (Paul et al., 2010). 

 

 

L’étude des propriétés biologiques des anticorps anti-Aβ a conduit à plusieurs voies de recherche. 

D’une part, des études corrélatives entre phénotypes sérologiques et phénotypes cliniques. Par 

exemple, la recherche de différences sérologiques entre sujets sains et sujets atteints de MA, qui 

pourraient soit expliquer la survenue ou non de la maladie par la présence ou l’absence d’espèces 

anti-Aβ protectrices ou pathogènes, soit signaler un processus pathologique actif via l’apparition ou 

l’augmentation de certains anticorps liés à une réaction adaptative. D’autre part, des études 

interventionnelles, lors desquelles l’induction d’une réponse immunitaire anti-Aβ, ou l’administration 

d’anticorps anti-Aβ, pourrait moduler le processus pathologique. 
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3.2. Etudes concernant les anticorps anti-Aβ « naturels »  

3.2.1. Anticorps naturels 

Chez tous les individus, il existe une immunité humorale innée qui conduit à la production spontanée 

d’un ensemble d’anticorps dits “naturels”, indépendamment des anticorps induits par les stimulations 

aléatoires par tel ou tel microorganisme pathogène. Ces anticorps sont présents en dehors de toute 

stimulation antigénique apparente vis-à-vis de l’antigène d’intérêt, en général un antigène provenant 

d’un agent infectieux. Dans la pratique, ces anticorps « spontanés » pourraient être le résultat d’un 

contact infraclinique avec le pathogène, d’une interaction avec la flore ou d’autres micro-organismes 

non-pathogènes de l’environnement, d’une exposition à des antigènes environnementaux tels que des 

allergènes, ou bien d’un processus actif vis-à-vis d’auto-antigènes. 

Un élégant modèle d’étude des anticorps naturels a été proposé par Wostmann en 1970 (Wostmann 

et al., 1970). Ce modèle de souris « antigen-free » utilise des souris axéniques nourries uniquement 

avec un mélange de composés de bas poids moléculaires pour éviter la stimulation par des antigènes 

alimentaires. Ces souris antigen-free possèdent moins de cellules produisant des IgG ou des IgA, mais 

tout autant de cellules produisant des IgM, avec un répertoire sensiblement identique à celui des 

souris élevées dans des conditions conventionnelles (Hooijkaas et al., 1984 ; Haury et al., 1997), et 

des capacité de commutation de classe et de maturation d’affinité après stimulation antigénique 

similaires aux souris conventionnelles (Taniguchi et al., 1978) 

On considère généralement que les anticorps naturels sont des IgM, qui seraient produites chez 

l’homme par un lignage de cellules B indépendant des lymphocytes B conventionnels équivalent aux 

lymphocytes B1 CD5+ péritonéaux murins (Montecino-Rodriguez et al., 2012), issues de gènes 

d’immunoglobulines non mutés (Baccala et al., 1989), et produites de façon T-indépendante 

(Malanchère et al., 1995). Toutefois ce paradigme ne semble pas rendre compte de toute la diversité 

des anticorps naturels (Avrameas et al., 2013) : en effet, il existe également un répertoire naturel 

d’IgG (Malanchère et al., 1995, Lacroix-Desmazes et al., 1995, Nagele et al., 2013) et d’IgA (Panda et 

al., 2015), par différentes sous-populations de lymphocytes B (Zhou et al., 2004), et dont les régions 

variables des gènes d’immunoglobulines présentent des mutations somatiques (Casali et al., 1996). 

Du point de vue de leur spécificité antigénique, on considère que les anticorps naturels sont dans une 

large mesure polyréactifs, c’est-à-dire qu’ils peuvent lier une remarquable diversité d’antigènes sans 

communauté structurale ou fonctionnelle apparente. Les anticorps naturels sont également 

autoréactifs (Avrameas et al., 2013). Le répertoire des anticorps naturels serait relativement stable et 

sélectionné vis-à-vis d’un ensemble relativement restreint d’auto-antigènes au cours de la vie et entre 

les individus, tandis qu’ils seraient très variables au cours des âges et entre individus vis-à-vis 

d’antigènes exogènes (Mouthon et al., 1995a ; Mouthon et al., 1995b ; Lacroix-Desmazes et al., 

1995). Leur apparition au cours de l’évolution chez les organismes triploblastiques aurait avant tout 
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permis l’élimination des cellules sénescentes et des corps apoptotiques, ou des produits du soi altéré 

(Lutz et al., 2007). Les fonctions des anticorps naturels seraient cependant plus larges : ils 

protégeraient des agents infectieux, en particulier chez le nouveau-né, mais interviendraient 

également comme facteur protecteur de nombreux processus pathologiques de l’adulte et du sujet 

âgé, tels que la tumorogenèse, l’athérosclérose, ou les maladies neurodégénératives (Rothstein et al., 

2016). 

 

A partir du milieu des années 1980s, les travaux de plusieurs équipes ont montré la présence, dans le 

sang de sujets atteints de MA mais aussi dans le sang de sujets sains, des cellules B productrices 

d’anticorps liant les plaques séniles (Simpson et al., 1986) et les dépôts vasculaires d’Aβ (Gaskin et al., 

1993). En particulier, Gaskin et al., isolent 4 lignées de cellules B immortalisées provenant d’une 

patiente atteinte de MA, produisant des IgM capable de lier les plaques séniles et l’AAC. Le 

séquençage du cDNA de 3 régions variables de ces anticorps indiquera qu’ils dérivaient tous d’une 

même cellule B ayant subi des hypermutations somatiques, et possédaient tous une affinité 

relativement haute vis-à-vis de l’Aβ (Fang et al., 1995). La plupart des autres lignées établies à partir 

de sujets MA ou âgés sains capable de lier l’Aβ en ELISA n’ont pas montré de réactivité vis-à-vis des 

plaques ou des dépôts vasculaires. A la différence des anticorps liant les dépôts tissulaires, la plupart 

de ces anticorps étaient en outre polyréactifs vis-à-vis d’autoantigènes. Le séquence des régions 

variables et leur affinité n’ont pas été déterminées (Xu et al., 1997). 
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3.2.2 Caractéristiques des anticorps anti-Aβ 

Caractère ubiquitaire 

A l’exception de Hyman et al., 2001, la totalité des articles rapportent une détection des anticorps 

anti-Aβ chez tous les individus, la plupart étant des individus âgés avec ou sans MA. Les quelques 

travaux ayant étudié la présence des anticorps anti-Aβ chez des individus sains non âgés ont 

également retrouvé ces anticorps, chez les adultes jeunes (Maftei et al., 2012 ; Brettschneider et al., 

2005) et chez les enfants (Baril et al., 2004). Des résultats contradictoires ont été présentés 

concernant les variations du taux d’anticorps anti-Aβ circulant en fonction de l’âge. Certaines équipes 

n’ont pas trouvé de variation significative en fonction de l’âge (Maftei et al., 2012 ; Brettschneider et 

al., 2005 ; Baril et al., 2004 ; Jianping et al., 2006), d’autre une diminution chez les sujets sains âgés 

(Gustaw-Rothenberg et al., 2010 ; Sohn et al., 2009 ; Britschgi et al., 2009). 

Les IVIg contiennent essentiellement des IgG polyclonales purifiées à partir de sang d’individus 

supposés sains. Les préparations d’IVIg humaines contiennent des IgG réactives vis-à-vis de l’Aβ 

(Dodel et al., 2002). Les quatre sous-classes d’IgG y semblent représentées dans des proportions 

classiques (Du et al., 2003 ; Balakrishnan et al., 2010). 

En raison de leur présence chez tous les individus, sains aussi bien que malades, les anticorps anti-Aβ 

ont donc été désignés comme faisant partie des auto-anticorps naturels (« naturally/spontaneously 

occuring (auto-)antibodies »), préexistant à tout processus apparent d’immunisation. 

Isotypie 

La plupart des travaux consacrés aux anticorps anti-Aβ présents chez les sujets sains ou atteints de 

MA se sont contentés d’étudier les immunoglobulines totales anti-Aβ (Weksler et al., 2002 ; 

Brettschneider et al., 2005) ou le plus souvent les IgG. Les études ayant étudié les IgM anti-Aβ en ont 

également détecté, à taux plus faible que les IgG (Britschgi et al., 2009 ; Dorothée et al., 2012). A 

notre connaissance, aucune étude n’a cherché à détecter spécifiquement les IgA, les IgE ou les IgD 

anti-Aβ. De la même façon, peu d’études se sont intéressées aux sous-classes des IgG anti-Aβ. 

L’isotype principal semble être IgG1, suivi par IgG3, tandis que la réponse IgG4 semble inconstante et 

la réponse IgG2 virtuellement absente (Baril et al., 2004 ; Dorothée et al., 2012). 
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Reconnaissance antigénique 

De nombreux antigènes ont été utilisés pour détecter les anticorps anti-Aβ, mais rares sont les 

études qui ont comparé les réponses humorales spontanées et leur spécificité vis-à-vis de plusieurs 

préparations antigéniques. 

L’Aβ1-40 et l’Aβ1-42 montrent tous les deux des réactivités, de même que différentes formes agrégées 

telles que les oligomères (Nath et al., 2003, Klaver et al., 2011 ; Szabo et al., 2010 ; Dorothée et al., 

2012 ;  Gruden et al., 2007) ou des fibrilles (Gruden et al., 2004 ; O’Nuallain et al., 2006), et 

différentes formes ayant subi des modifications post-traductionnelles, comme l’oxydation (Moir et al., 

2005 ; Britschgi et al., 2009) et la présence de pyroglutamate (Britschgi et al., 2009). Du point de vue 

de l’étude de la réactivité des anticorps anti-Aβ vis-à-vis de différentes espèces d’Aβ, l’étude de 

Britschgi et al., est la plus remarquable, ayant étudié la réactivité des anticorps naturels anti-Aβ sur 

une puce présentant plus d’une cinquantaine de peptides Aβ, sauvages ou mutés, tronquées ou non, 

agrégés ou non, et ayant ou non subi des modifications post-traductionnelles. Les auteurs ont pu 

détecter une réactivité vis-à-vis de tous ces peptides, mettant en avant le large répertoire reconnu 

par ces anticorps anti-Aβ, avec des réactivités relativement variables (Britschgi et al., 2009). 

Concernant les spécificités des IgG anti-Aβ provenant des IVIg, différentes IVIg de différents 

fournisseurs peuvent présenter de fortes variations de spécificités, par exemple entre la 

reconaissance d’Aβ1-40 et Aβ 1-42 (Balakrishnan et al., 2010) ou de différentes conformation d’Aβ1-42 

(Klaver 2010 19840873). Les épitopes préférentiels suggérés concernent plutôt le domaine 

intramembranaire C-terminal (Balakrishnan et al., 2010). Il a été décrit une réactivité préférentielle 

vis-à-vis des formes aggrégées fibrillaires ou oligomériques (CAPS) plutôt que vis-à-vis des 

monomères d’Aβ1-40. De plus, ces anticorps reconnaîtraient les oligomères hydrosolubles SDS-

résistants extraits de cerveaux de patients atteints de MA (Welzel et al., 2012). On peut admettre 

sans risque que différentes espèces d’anti-Aβ sont présentes dans les IVIg, et que ces différentes 

espèces sont susceptibles d’avoir différents effets biologiques (Wang et al., 2016). 

La question de la réactivité croisée des anticorps anti-Aβ vis-à-vis de différentes formes du peptide 

Aβ a été peu étudiée. Vraisemblablement, compte-tenu du fort taux d’identité de séquence entre 

différents peptides Aβ (par exemple entre l’Aβ1-40, l’Aβ1-42 et des peptides Aβ présentant des 

mutations ponctuelles), il doit exister une très forte réactivité croisée entre les anticorps anti-Aβ 

polyclonaux présents chez l’homme. A titre d’exemple, la réactivité des anticorps anti-Aβ1-40 présents 

dans le LCR est largement inhibée par une pré-incubation par du peptide Aβ1-40, Aβ1-42, et Aβ25-35 

(Du et al., 2001), ce qui argumente en faveur de l’existence d’épitopes linéaires et de réactivité 

croisée, même si, même dans le cas des espèces d’Aβ monomériques, la réactivité des anticorps 

naturels anti-Aβ semble pouvoir être partiellement liée à des épitopes conformationnels (Gaskin et 
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al., 1993). Par ailleurs, la réactivité d’IgG issues d’IVIg et purifiées contre les fibrilles d’Aβ n’est pas 

inhibée par de l’Aβ monomériques, tandis qu’elle est inhibée par d’autres fibrilles amyloïdes non-Aβ 

(O’Nuallain et al., 2006 ; O’Nuallain et al., 2008 ; O’Nuallain et al., 2010). 

Il semble donc que la réactivité des anticorps anti-Aβ naturels puisse être en grande partie croisée 

entre différentes espèces d’Aβ, sans exclure non plus l’existence de certaines spécificités relatives 

aussi bien à la séquence qu’à la conformation. 

Présence dans le LCR 

Plusieurs études ont conclu à la présence d’anticorps naturels anti-Aβ dans le LCR de sujets âgés 

sains et de patients atteints de la maladies d’Alzheimer (Du et al., 2001 ; Britschigi et al., 2009 ; 

Kimura et al., 2017 ; Maftei et al., 2013). Une autre étude contredit ces résultats, n’ayant détecté des 

anticorps anti-Aβ dans le LCR d’aucun sujet contrôle, et chez seulement 27% des sujets atteints de 

MA (Nath et al., 2003). 

L’une des questions importante autour des anticorps anti-Aβ est de savoir si une synthèse 

intrathécale de ces anticorps a lieu en conditions physiologique ou pathologiques. Britschgi et al., ont 

conclu à la présence d’IgG anti-Aβ dans le LCR avec un profil de réactivité similaire aux anticorps du 

plasma, mais à des concentrations bien plus faibles. Les IgM anti-Aβ étaient indétectables dans le LCR 

de sujets MA et de sujets sains (Britschgi et al., 2009). Cela dit, certains arguments expérimentaux 

suggèrent que des IgM anti-Aβ administrées par voie IV peuvent se retrouver au niveau central 

(Banks et al., 2007). 

De même, Maftei et al., ont trouvé une corrélation entre les concentrations de complexes immuns 

IgG-Aβ présents dans le LCR et dans le sang (Maftei et al., 2013). Ces différents éléments 

argumentent en faveur du fait que les espèces d’anticorps anti-Aβ présentes au niveau des 

compartiments central et périphérique sont sensiblement les mêmes, en tout cas chez les sujets âgés 

sains et les patients atteints de MA. Compte-tenu du fait qu’il est admis que la plupart des anticorps 

sont d’origine périphérique puis diffusent dans le compartiment central, il est raisonnable de penser 

que les anticorps anti-Aβ présents au niveau central sont d’origine périphérique. 

Circulation sous forme de complexes immuns 

En 2004, Li et al., publient une étude montrant que les souris transgénique exprimant l’APP humain et 

immunisées contre le peptide Aβ humain produisent des anticorps liant l’Aβ, mais que ces anticorps 

ne peuvent être détectés directement car ils circulent sous formes de complexes immuns. Leur 

détection nécessite une étape de dissociation en phase acide de ces complexes immuns, puis de 
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neutralisation extemporanément à leur liaison à l’antigène lors de la technique ELISA (Li et al., 2004 ; 

Li et al., 2007). De façon intéressante, les anticorps anti-Aβ produits par les souris sauvages (i.e. 

exprimant l’APP murin) vaccinées contre l’Aβ humain, tout comme les souris transgénique (i.e. 

exprimant l’APP humain sauvage) vaccinées contre un Aβ humain muté, présentent des anticorps 

anti-Aβ essentiellement sous forme libre. Ceci laisse supposer que la circulation des anticorps anti-

Aβ sous forme de complexes immuns ne concerne que les anticorps réactifs vis-à-vis de la forme 

endogène de la protéine, c’est-à-dire de l’auto-antigène, y compris chez les souris transgéniques. Cela 

dit, on ignore la nature de l’agent de liaison des anticorps anti-Aβ circulant. Il pourrait bien sûr s’agir 

d’Aβ circulant,, mais aussi d’autres protéines circulantes ou même d’anticorps anti-idiotypes (Loeffler 

et al., 2015), ces hypothèses n’étant pas mutuellement exclusives.  

Ce phénomène de masquage et de démasquage des anticorps anti-Aβ a pu être reproduit in vitro en 

utilisant un anticorps monoclonal anti-Aβ et de l’Aβ synthétique (Gustaw et al., 2008). L’existence de 

ces complexes immuns circulants a été également montrée par Maftei et al., en utilisant une 

technique d’ELISA sandwich utilisant un anticorps de capture monoclonal anti-Aβ et un anticorps de 

révélation anti-IgG (Maftei et al., 2012 ; Maftei et al., 2013), aussi il est raisonnable de penser que ces 

complexes existent bel et bien. Cependant, la méthode la plus employée pour révéler les anticorps 

masqués utilise un traitement en phase acide, et différents auteurs se sont interrogés sur les 

possibilités suivantes : i) qu’au moins une partie du signal généré par le traitement en phase acide soit 

artéfactuel par altération du paratope d’anticorps n’ayant pas a priori de réactivité vis-à-vis d’Aβ à 

l’état circulant ; ii) inversement, qu’une partie du signal généré par des anticorps anti-Aβ authentiques 

ne soit perdu par modification de leur paratope. 

On peut ainsi séparer le signal obtenu en ELISA après prétraitement en phase acide de l’échantillon 

en 4 composantes distinctes : i) le signal spécifique résultant de la liaison d’anticorps anti-Aβ libres ou 

démasqués à l’antigène ; ii) la perte de signal spécifique résultant de l’altération de certains anticorps 

anti-Aβ par le traitement acide ; le signal non spécifique résultant de la liaison d’anticorps 

originellement non réactifs vis-à-vis d’Aβ mais altérés par le traitement acide et se liant iii) à l’Aβ ou 

iv) au plastique de la plaque (Li et al., 2007). Szabo et al., ont notamment montré que la liaison des 

anticorps au plastique n’était pas un phénomène négligeable et surtout qu’il s’agissait d’une 

phénomène Fab-dépendant (Szabo et al., 2010). 

En résumé, tous les travaux qui ont pris le soin d’étudier ces anticorps complexés concluent i) à la 

présence de ces complexes dans le sang aussi bien que dans le LCR et ii) à la pertinence de prendre 

en compte ces anticorps complexés pour mettre en évidence dans spécificités sérologiques dans la 

MA (Gustaw et al., 2008 ; Britschgi et al., 2009 ; Gustaw-Rothenberg et al., 2010 ; Storace et al., 

2010 ; Szabo et al., 2010 ; Klaver et al., 2011 ; Maftei et al., 2012 ; Dorothée et al., 2012 ; Maftei et 

al., 2013). 
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3.2.3. Anticorps anti-Aβ dans la maladie d’Alzheimer 

Comparaisons avec des sujets sains 

Nous avons souligné plus haut les caractéristiques des anticorps anti-Aβ constamment retrouvées 

par différentes équipes : leur présence spontanée chez tous les individus, dans le sang comme dans le 

LCR, sous forme d’IgG et d’IgM polyclonales réactives contre différentes espèces d’Aβ, et présentes 

sous forme libre minoritaire et complexée majoritaire. Cependant, et vraisemblablement en raison 

de leur caractère ubiquitaire, polyclonal, multiréactif et partiellement masqué, les comparaisons 

sérologiques entre certains groupes pathologiques (principalement des sujets âgés atteints de MA 

sporadique) et un groupe contrôle (en général des sujets âgés sans MA clinique) a donné des 

résultats extrêmement contradictoires. 

Un premier groupe de travaux a trouvé une diminution du taux d’anticorps anti-Aβ dans la MA 

relativement aux sujets contrôles (Du et al., 2001 ; Weksler et al., 2002 ; Moir et al., 2005 ; 

Brettschneider et al., 2005 ; Jianping et al., 2006 ; Song et al., 2007 ; Sohn et al., 2009). Une de ces 

publications mentionnaient cette diminution dans le LCR (Du et al., 2001). Une publication n’a 

retrouvé cette différence que pour un antigène sur deux préparations testées (« CAPS » d’Aβ1-40 

cross-linké post-oxydation), soulignant l’idée que ces différences sérologiques entre groupes 

pathologiques puissent concerner certains antigènes et pas d’autres (Moir et al., 2005). Il est 

également intéressant de noter qu’aucune publication parmi ce groupe n’a utilisé de protocole de 

dissociation des anticorps anti-Aβ complexés. L’une de ces publications rapporte en outre une 

diminution de l’avidité des anticorps anti-Aβ dans la MA (Jianping et al., 2006). 

Un second groupe de travaux a trouvé une augmentation du taux d’anticorps anti-Aβ dans la MA 

relativement aux sujets contrôles (Nath et al., 2003 ; Mruthinti et al., 2004 ; Gruden et al., 2004 ; 

Gruden et al., 2007 ; Gustaw et al., 2008 ; Gustaw-Rothenberg et al., 2010 ; Maftei et al., 2013). 

Deux de ces publications ont trouvé une augmentation des anticorps anti-Aβ dans le LCR de sujets 

atteints de MA (Nath et al., 2003 ; Maftei et al., 2013). Deux groupes ont montré une augmentation 

des anticorps anti-Aβ complexés (Gustaw et al., 2008, et Gustaw-Rothenberg et al., 2010 ; Maftei et 

al., 2013). 

Un troisième groupe de travaux n’a pas retrouvé de différences significatives concernant le taux 

d’anticorps anti-Aβ dans la MA relativement aux sujets contrôles (Hyman et al., 2001 ; Baril et al., 

2004 ; Britschgi et al., 2009 ; Storace et al., 2010 ; Klaver et al., 2011 ; Dorothée et al., 2012). L’un de 

ces groupes a étudié le LCR (Britschgi et al., 2009). De façon intéressant, la plupart de ces travaux 

ont utilisé un protocole de dissociation des complexes immuns, soit direct (Britschgi et al., 2009 ; 
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Klaver et al., 2011 ; Dorothée et al., 2012), soit indirect par purification des anticorps anti-Aβ sur 

colonne et élution en phase acide (Storace et al., 2010) 

Facteurs de variabilité chez les patients souffrant de MA 

Certains travaux sur les anticorps anti-Aβ ont mis en évidence des différences sérologiques dans 

certains sous-groupes de patients souffrant de MA. 

Variables démographiques 

Bretschneider et al., ont trouvé une augmentation de taux d’anticorps anti-Aβ chez les femmes 

atteintes de MA comparativement aux hommes (Bretschneider et al., 2005), ce qui n’a pas été trouvé 

par d’autres auteurs (Hyman et al., 2001). Certains groupes n’ont pas trouvé de variation significative 

du taux d’anticorps anti-Aβ en fonction de l’âge chez les patients MA (Bretschneider et al., 2005, 

Hyman et al., 2001). Inversement, d’autres auteurs ont montré une diminution (Sohn et al., 2009 ; 

Gustaw-Rothenberg et al., 2010) ou une augmentation (Maftei et al., 2013) des anticorps anti-Aβ en 

fonction de l’âge chez les patients MA. Aucune étude n’a rapporté d’association entre les allèles 

d’ApoE et le taux d’anticorps anti-Aβ (Weksler et al., 2002 ; Bretschneider et al., 2005 ; Britschgi et 

al., 2009 ; Maftei et al., 2013) 

Variables biologiques ou radiologiques 

Kimura et al., ont montré une corrélation inverse entre le taux d’anticorps anti-Aβ dans le LCR et le 

taux d’Aβ42 mais pas d’Aβ40 ni de p-Tau dans le LCR. Le taux d’anticorps anti-Aβ circulant n’était 

corrélé avec aucun marqueur du LCR (Kimura et al., 2017) ni avec le taux d’Aβ plasmatique (Hyman 

et al., 2001). Kimura et al., ont montré une corrélation négative entre le taux des anticorps anti-Aβ 

dans le LCR et l’atrophie du lobe medio-temporal (Kimura et al., 2017) 

Variables cliniques 

Encore une fois, différentes équipes ont avancé des résultats contradictoires. Certains auteurs ont 

trouvé une diminution des IgG réactives vis-à-vis d’oligomères d’Aβ1-42 chez les patients modérés à 

sévères par comparaison avec les patients au stade léger (Britschgi et al., 2009). D’autres ont montré 

une augmentation des anticorps anti-Aβ avec la sévérité (Gruden et al., 2007 ; Maftei et al., 2013). 

D’autres enfin n’ont pas trouvé de corrélation entre le taux d’anticorps anti-Aβ et le MMSE 

(Brettschneider et al., 2005 ; Gustaw-Rothenberg et al., 2010). 
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Dans une étude prospective, Storace et al., ont montré que, chez les sujets MCI qui vont progresser 

vers une MA, le taux d’anticorps anti-Aβ non dissociés est plus faible mais le taux après dissociation 

est augmenté, comparativement aux sujets contrôles et aux MCI stables (Storace et al., 2010). 

Selon Gruden et al., le taux d’anticorps anti-Aβ augmente avec la durée de la maladie (Gruden et al., 

2004 ; Gruden et al., 2007), tandis que, selon Gustaw-Rothenberg et al., ce taux diminue à distance 

du diagnostic (Gustaw-Rothenberg et al., 2010). 

Enfin, Dorothée et al., ont trouvé une diminution des anticorps anti-Aβ dans des formes atypiques de 

maladie d’Alzheimer, alors qu’ils n’ont pas trouvé cette différence concernant les patients MA 

typiques. (Dorothée et al., 2012) 
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3.3. Immunothérapies anti-Aβ dans la Maladie d’Alzheimer 

Plusieurs types d’immunothérapies anti-Aβ ont été, ou sont toujours, à l’essai dans la maladie 

d’Alzheimer. Les premières immunothérapies actives ont utilisé une vaccination par le peptide Aβ 

entier, induisant non seulement la production d’anticorps anti-Aβ, mais aussi une réponse adaptative 

T à l’encontre d’Aβ. Nous le verrons, cette réponse cellulaire T a été considérée comme l’origine 

d’effets indésirables graves, et les immunothérapies suivantes se sont orientées vers les propriétés 

thérapeutiques et la supposée innocuité de la composante humorale anti-Aβ, soit par le biais 

d’anticorps monoclonaux anti-Aβ, soit par le biais d’immunisation active contre des épitopes B 

uniquement, soit par le biais de l’administration d’IgG anti-Aβ « naturelles » par IVIg. 

3.3.1. Immunothérapie active contre l’Aβ entier 

3.3.1.1. L’essai AN1792 

A la fin des années 1990s, plusieurs travaux ont montré que la vaccination de souris PDAPP, un 

modèle transgénique de la MA, par le peptide Aβ1-42, empêchait la formation des dépôts 

parenchymateux ou réduisait leur évolution selon que la vaccination ait lieu avant ou après leur 

apparition (Schenk et al., 1999). Cette vaccination améliorait les performances cognitives des souris 

(Janus et al., 2000 ; Morgan et al., 2000). 

Ces résultats encourageants ont incité Elan/Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals à démarrer chez l’homme 

un essai d’immunisation active : l’essai AN1792 (NCT00021723). Initialement, le vaccin utilisait du 

peptide Aβ1-42 pré-agrégé, avec la saponine QS21 comme adjuvant. Plus tard, 0.4% de polysorbate-80 

ont été ajoutés à la formulation pour en améliorer la stabilité. La phase I évaluant la tolérance et 

l’imunogénicité a débuté en Décembre 1999 (Nicoll et al., 2003), les recrutements en Avril 2000, et 

les administrations en Septembre 2000 (Holmes et al., 2008). 80 sujets présentant une MA légère à 

modérée ont été traités par 4 administrations sur 6 mois de 50 ou 225 µg d’Aβ ou 50 or 100 µg de 

QS-21 (64 traités, 16 placebo). Durant la phase I, le protocole a été amendé pour ajouter une 

extension optionnel comprenant 4 administrations supplémentaires de la formulation avec 

polysorbate (51 traités, 13 placebo). Parallèlement, la phase IIa évaluant l’efficacité a débuté en 

Octobre 2001, recrutant 372 sujets : 300 traités par l’Aβ, 72 par placebo (Gilman et al., 2005). Les 

administrations ont été arrêtées en Janvier 2002, après que 4 patients aient déclarées une 

méningoencéphalite (Check et al., 2002). Les dernières injections de la phase I n’ont pas été réalisées 

en raison de la suspension de l’essai de phase IIa. Le suivi des sujets la phase I a eu lieu jusqu’en 

Septembre 2006 (Holmes et al., 2008). 
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3.3.1.2. Immunogénicité d’AN1792 

Bien qu’aucune des méthodes employées pour analyser les sérologies chez les patients traitées par 

AN1792 n’employait la dissociation des complexes immuns, Hock et al., ont toutefois pu détecter 

des anticorps anti-Aβ chez 66% des sujets, allant jusqu’à un titre à 1:200 (Hock et al., 2002). Lee et 

al., ont noté la présence d’une réactivité vis-à-vis d’épitopes mineurs dans les parties amino-terminale 

et centrale de l’Aβ chez 11% des sujets avant traitement. (Lee et al., 2005).  

Chez les patients de phase I, l’immunogénicité a été évaluée par ELISA en utilisant l’Aβ1-42 pré-agrégé 

comme antigène et en révélant les immunoglobulines d’isotypes IgG, IgA ou IgM. La limite de 

détection était un titre au 1:100. Un patient était considéré comme “répondeur” à la vaccination s’il 

présentait un titre d’IgG/A/M ≥1:1000, 4 semaines après la dernière administration, ou un titre 

≥1:5000 n’importe quel moment après le début des injections (Bayer et al., 2005). Durant la phase 

2a, cette définition des patients répondeurs a changée, puisqu’un patient était considéré comme 

répondeur s’il présentait un titre d’IgG ≥1:2200 dans au moins un échantillon post-administration 

(Gilman et al., 2005). 

L’immunogénicité de la formulation a été considérée comme mauvaise. En phase I, après 4 

administrations, 16% des sujets ayant reçu 50 µg d’Aβ et 27% des sujets ayant reçu 225 µg d’Aβ 

étaient répondeurs. Les formulations contenant 100 µg d’adjuvant n’ont pas montré un taux de 

réponse anticorps supérieur à 50 µg. Après 8 injections, dont 4 avec polysorbate, 36% et 77% sujets 

ayant reçu respectivement 50 µg et 225 µg d’Aβ étaient répondeurs (Bayer et al., 2005). Au cours de 

la phase 2a, 20% (59/300) sujets ayant reçu entre 1 et 3 administrations de 225 µg d’Aβ ont été 

désignés comme répondeurs. Toutefois, il semble que la plupart des sujets, même classifiés « non 

répondeurs », aient développé une réponse anticorps, ne serait-ce qu’à taux faible (Gilman et al., 

2005). 

Concernant la durabilité de l’immunisation, l’importance du titre suivant immédiatement les 

administrations était corrélée à la persistance à long terme de la réponse anticorps (Holmes et al., 

2008). Un telle persistance était présente, bien qu’à taux faible, 5 ans après l’administration, chez 90% 

des sujets répondeurs, tandis que les sujets non répondeurs ne présentaient pas d’anticorps 

détectables à 5 ans (Vellas et al., 2009). Concernant les isotypes des anticorps induits, la réponse 

humorale concernait les IgM aussi bien que les IgG, à des titres comparables (Gilman et al., 2005). 

Concernant leur spécificité antigénique, virtuellement tous les sujets vaccinés répondeurs 

présentaient des anticorps dirigés contre l’extrémité amino-terminale du peptide Aβ (Lee et al., 2005 

Lee). Ces anticorps induits marquaient les plaques séniles, les dépôts diffus, et les dépôts vasculaires 

sur coupe de souris trangéniques et de cerveau humain (Hock et al., 2002). L’immunoréactivité vis-à-

vis des dépôts parenchymateux était abolie par une préincubation des échantillons avec de l’Aβ1-8, 
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de ce fait considéré comme épitope majeur post-immunisation. En plus des épitopes mineurs 

présents dans les sérums pré-immuns, certains étaient également présents post-immunisation chez 

certains patients (Lee et al., 2005). Concernant le passage des anticorps anti-Aβ au niveau central, un 

signal était détectable dans le LCR, bien qu’en général à taux beaucoup plus faibles que dans le sérum, 

qu’il y ait on non une altération de la BHE (Hock et al., 2002). Hock et al., ont pu détecter des IgG 

dans le LCR chez 20% (4/20) sujets (Hock et al., 2003). Gilman et al., ont détecté des IgG ou IgM 

anti-Aβ dans le LCR chez 15% (9/57) sujets, dont 5 répondeurs.  

3.2.1.3. Effets de l’immunisation active sur les marqueurs associés à la Maladie 

d’Alzheimer 

Chez certains sujets répondeurs, la vaccination par le peptide Aβ a été associée à une diminution des 

dépôts d’Aβ parenchymateux et des plaques séniles, voire à leur disparition, dans certaines zones 

corticales (Masliah et al., 2005 ; Patton et al., 2006 ; Bombois et al., 2007). L’importance de la 

diminution des dépôts parenchymateux était corrélée au titre d’anticorps (Holmes et al., 2008). La 

charge tissulaire globale en Aβ1-42 était dimiminuée dans les zones montrant également une 

diminution des dépôts parenchymateux (Masliah et al., 2005). Toutefois, d’autres auteurs décrivent 

une augmentation de l’Aβ soluble total chez les patients traités (Patton et al., 2006). 

Concernant les mécanismes de la clairance de l’Aβ, de l’Aβ intracellulaire était présent dans des 

cellules CD68+ pouvant correspondre à des cellules microgliales ou macrophagiques, suggérant une 

majoration de la phagocytose de l’Aβ (Masliah et al., 2005). Par ailleurs, le marquage CD68 était 

augmenté et corrélé à la charge intracérébrale d’Aβ, chez les patients immunisés (Zotova et al., 

2011). Ceci est à rapprocher de l’augmentation du TNf alpha intracérébral chez ces patients 

(Maarouf et al., 2010). Certains auteurs ont paradoxalement constaté une diminution de la densité 

des neurones chez les patients immunisés. Cependant, cette diminution concernait principalement les 

neurones présentant des marqueurs de dégénérescence tels que pPKR, et était associée à une 

augmentation du marquage par Iba1, CD68 et CD64, suggérant un rôle des cellules microgliales dans 

la perte neuronale (Paquet et al., 2015), tandis que les neurones résiduels exprimaient moins de 

marqueurs apoptotiques (Paquet et al., 2018). 

La vaccination par Aβ ne semble pas avoir eu d’effet notable sur la pathologie Tau (Masliah et al., 

2005 ; Bombois et al., 2007), bien que certains auteurs aient décrit des effets modestes mais 

significatifs sur la morphologie des neurites et sur la pathologie tau hippocampique (Serrano-Pozo et 

al., 2010), associée à une diminution de la quantité de pTau (Boche 2010).  

Le titre d’anticorps post-immunisation était corrélé à l’importance des modifications radiologiques à 

1 an, en tout cas concernant le volume cérébral total et le volume ventriculaire, mais pas le volume 
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hippocampique. Les patients répondeurs présentaient une diminution plus importante du volume 

cérébral, et un plus grand élargissement du volume ventriculaire, sans présenter une diminution 

significativement plus importante du volume hippocampique, comparativement au placebo (Fox et al., 

2005). Toutefois, à 5 ans, seule la différence concernant le volume ventriculaire était encore 

significative (Vellas et al., 2009). 

Concernant les test cognitifs, les patients répondeurs de la phase IIa présentaient une amélioration 

de leurs performances à 1 an (Hock et al., 2003 ; Fox et al., 2005), encore présente à 5 ans (Vellas et 

al., 2009). Ces résultats n’ont toutefois pas été retrouvés chez les patient de phase I (Holmes et al., 

2008). En outre, la clairance des dépôts parenchymateux n’était pas nécessairement associée à une 

amélioration du MMSE (Holmes et al., 2008). 

3.2.1.3. Effets de l’immunisation active sur l’AAC 

Dans des modèles animaux murins (Liu et al., 2009), canins (Davis et al., 2017) ou simiens (Joseph-

Maturin et al., 2013) prompts à présenter des dépôts vasculaires, l’immunisation active par le peptide 

Aβ est susceptible d’augmenter les dépôts d’Aβ vasculaires et les manifestations hémorragiques 

intracérébrales. Chez l’homme, il semble également que la vaccination active augmente les dépôts 

vasculaires et les vasculopathies associées à l’AAC. Boche et al., ont montré une augmentation de 

l’Aβ42 et de l’Aβ40 vasculaire chez les sujets immunisés, atteignant toute la circonférence et toute 

l’épaisseur du vaisseau. Cette augmentation de l’AAC était associée à une augmentation des 

microhémorragies et des microinfarctus. (Boche et al., 2008). D’autres auteurs ont retrouvé une 

majoration des vasculopathies, en particulier des images en double tonneau, mais sans perte des 

cellules musculaires lisses (Sakai et al., 2014). Selon Zotova et al., l’importance de l’AAC et des 

microhémorragies ne corrélait avec aucun marqueur microglial (Zotova et al., 2013). 

Masliah et al., n’ont pas retrouvé d’effet global de la vaccination sur l’AAC concernant 1 sujet traité 

ayant présenté une méningoencéphalite (Masliah et al., 2005). Cependant, chez ce patient, les dépôts 

d’AAC étaient sévères dans le lobe présentant la plus forte diminution de l’Aβ parenchymateux, 

tandis que les autres lobes ne présentaient pas particulièrement plus de dépôts vasculaires (Patton et 

al., 2006). La redistribution de l’Aβ42 du parenchyme vers les vaisseaux serait associée à une 

redistribution de l’ApoE (Sakai 2014). Chez les individus vaccinés, la composition de ces dépôts 

vasculaires semble se rapprocher de celle des dépôts parenchymateux, tandis que leur composition 

est bien distincte chez les sujets atteints de MA non vaccinés (Patton et al., 2006). Il semble qu’à plus 

long terme, les dépôts vasculaires aient également tendance à diminuer chez les sujets vaccinés 

(Bombois et al., 2007 ; Boche et al., 2008). 
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3.2.1.4. Immunisation active par l’Aβ, effets indésirables et méningoencéphalites 

Les administrations d’Aβ de l’essai AN-1792 ont été arrêtées quand 4 sujets français inclus en phase 

IIa ont déclaré une méningoencéphalite (Check, 2002). Au total chez les patients traités, 1 cas (<2%) 

de méningoencéphalite clinique est survenu durant la phase I, et 18 cas (6%) durant la phase IIa. 

Concernant les décès lors de l’étude de phase I, 5 sont survenus durant le suivi, aucun rapporté 

comme lié au traitement. L’un de ces décès était causé par un AVC (Bayer et al., 2005). Concernant 

les décès lors de la phase IIa, 5 décès ont été rapportés dans le groupe traité durant la période de 

suivi, dont un seul a été considéré comme lié au traitement et dû à un AVC ischémique, chez un 

patient non-répondeur sans méningoencéphalite. Deux décès supplémentaires sont survenus après la 

fin de la période de suivi (Gilman et al., 2005) : l’un chez un patient sans méningoencéphalite clinique 

et décrit sur le plan histologique par Masliah et al., (2005), l’autre chez un patient décédé par 

pneumopathie d’inhalation dans un contexte de réactivation de sa méningoencéphalite non contrôlée, 

décrit par Ferrer et al., (2004). 

En dehors des méningoencéphalites, d’autres effets indésirables graves liés au traitement ont été 

rapportés, en phase I (3 patients ; Bayer et al., 2005) et en phase IIa : 2 cas d’encéphalopathie dont 1 

sans méningoencéphalite, 2 cas de convulsions, 2 cas de confusion, 1 thrombose rétinienne, 1 cas 

d’hémiplégie, et 1 hémorragie cérébrale. Au total, deux cas d’hémorragie cérébrale ont été rapportés 

dans le groupe traité, contre 1 cas dans le groupe placebo (Gilman et al., 2005). Parmi ces deux cas, 

un cas était une hémorragie explicitement liée à l’AAC, chez un patient sans méningoencéphalite 

(Orgogozo et al., 2003). 

 

Concernant les cas de méningoencéphalites, tous sont survenus moins de 6 mois après la dernière 

immunisation, généralement la 2ème dose.  

Sur le plan clinique, la présentation typique était un syndrome confusionnel d’apparition progressive, 

des céphalées, ou une léthargie. Les autres signes inconstamment rencontrés étaient les suivants : 

fièvre, nausées et vomissements, désorientation, somnolence, ataxie, difficulté à la marche, aphasie, 

ou hémiparésie. Des rechutes ont eu lieu dans 4 cas. Concernant la prise en charge thérapeutique, 

l’article d’Orgogozo mentionne seulement que certains patients étaient répondeurs à une 

corticothérapie IV. De façon intéressante, chez deux patients sévères non répondeurs à la 

corticothérapie, la plasmaphérèse a été très efficace chez un patient, tandis que l’autre a 

vraisemblablement présenté une réponse modeste. 

Sur le plan radiologique, les patients se présentaient le plus souvent avec des hypersignaux corticaux 

ou sous-corticaux, prédominant plutôt au niveau postérieur et cérébelleux, éventuellement associés 
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à des hyperdensités de la substance blanche et à une prise de contraste méningée après injection de 

gadolinium. Aucune angiographie n’a été réalisée 

Sur le plan biologique, parmi 17 LCR prélevés, 16 ont présenté une hypercellularité modérée et 

lymphocytaire (15 – 130 éléments / mm3, dont 70 à 100% de lymphocytes). L’hyperprotéinorachie 

allait de 0.33 à 3.1 g/L, avec une glycorachie normale. La recherche de bandes oligoclonales s’est 

révélée positive chez un patient au moment du premier prélèvement, et s’est positivé chez un autre 

patient plus tard. Cependant, 3/4 échantillons ont montré une concentration élevée d’IgG jusqu’à 0.1 

g/L. 

Concernant la réponse humorale anti-Aβ chez ces patients, tous avaient des IgM détectables dans le 

sérum (Orgogozo et al., 2003 ; Gilman et al., 2005). Concernant les IgG, les deux publications 

donnent des résultats contradictoires : d’après Orgogozo et al., (2003), 3/18 patients avaient des IgG 

indétectables, 7/18 patients étaient non-répondeurs avec IgG détectables, et 8/18 étaient répondeurs. 

D’après Gilman et al., (2005), 1/18 patients avait des IgG indétectables, 4/18 étaient non-répondeurs 

avec des IgG détectables, et 13/18 étaient répondeurs. Dans les deux cas, le taux de répondeurs est 

significativement plus élevé que les 16,3% de sujets répondeurs chez les patients sans 

méningoencéphalite. 

Parmi les 9 sujets de la phase IIa ayant présenté des anticorps anti-Aβ dans le LCR, 4 ont développé 

une méningoencéphalite : 3 répondeurs et 1 non-répondeur (Gilman et al., 2005 15883316). Chez les 

patients avec méningoencéphalite, sur 8 échantillons disponibles post-immunisation, 6 présentaient 

des IgG et 4 des IgM réactives contre l’Aβ1-42 (Orgogozo et al., 2003). 

 

Seulement 2 cas de méningoencéphalite clinique ont été décrits sur le plan histologique, en post-

mortem, et à distance relative de l’évènement aigu.  

Le premier cas, décrit par Nicoll et al., (2003), est celui de l’unique patiente de phase I ayant présenté 

une méningoencéphalite. Le tableau clinique incluait une fièvre, une somnolence, des vertiges et des 

troubles de la marche. A l’IRM, la patiente présentait des anomalies étendues de la substance blanche 

et une zone d’œdème plus localisée vraisemblablement d’origine inflammatoire. La patiente n’a pas 

répondu favorablement à la corticothérapie, et son état est resté sans amélioration jusqu’à son décès 

12 mois après la première injection. Sur le plan histologique, un élément notable était la forte 

diminution des plaques séniles dans certaines zones du cortex chez cette patiente traitée. En 

revanche, les dépôts vasculaires correspondant à de l’AAC semblaient uniformément répartis entre 

les zone riches et pauvres en plaques. Les auteurs décrivent un infiltrat lymphocytaire dense dans les 

leptoméninges, prédominant autour des vaisseaux leptoméningés présentant de l’AAC, et des 

infiltrats lymphocytaires épars (« sparse ») dans le cortex, concentrés plutôt dans les espaces 

périvasculaires, mais parfois dans le parenchyme. Ces lymphocytes étaient des lymphocytes T 
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mémoires (CD3+ CD45RO+), pour la grande majorité CD4+. Il n’y avait pas de lymphocytes B 

(CD79a+ CD20+). Les auteurs rapportent également un infiltrat de cellules CD68+ correspondant à 

des phagocytes mononucléés dans la substance blanche (Nicoll et al., 2003). 

Le second cas, décrit sur le plan histologique par Ferrer et al., (2004), est celui du patient #18 

d’Orgogozo et al., (2003), décédé 4 mois après la réactivation sa méningoencéphalite en absence de 

réponse à la corticothérapie. Post-mortem, l’examen macroscopique montrait, en plus des lésions 

caractéristiques de la MA, de nombreuses petites hémorragies corticales. De façon similaire au cas 

décrit précédemment, les auteurs ont retrouvé des zones corticales avec une forte diminution des 

dépôts parenchymateux d’Aβ, sans modification particulière des dépôts vasculaires dans ces mêmes 

régions. A la différence du cas décrit précédemment, les auteurs décrivent des infiltrats 

lymphocytaires aussi bien vasculaires que parenchymateux où prédominent largement des 

lymphocytes T CD8+ (Ferrer et al., 2004). 

Un troisième cas de sujet traité a été décrit sur le plan histologique par Masliah et al., (2005). Ce 

sujet n’a pas présenté de signes cliniques de méningoencéphalite. Comme dans les autres cas, 

certaines zones corticales présentaient peu de dépôts parenchymateux, et des cellules CD68+ 

positives pour l’Aβ, avec une persistance des dépôts vasculaires. De façon intéressante, les auteurs 

rapportent tout de même la présence d’infiltrats lymphocytaires périvasculaires dans les espaces 

leptoméningés, toutefois moins abondants que dans les deux cas précédents. Ces infiltrats semblent 

dans ce cas majoritairement composés de cellules B CD20+ et pour plus faible partie de cellules T 

CD3+ (Masliah et al., 2005). 

 

Pour résumer les faits marquants concernant les effets indésirables durant l’essai AN1792, on peut 

d’abord souligner qu’en dehors des méningoencéphalites, certains ont été liés à l’AAC, qui a été 

rapportée comme majorée au moins dans les phases précoces suivant le traitement. Concernant le 

groupe des méningoencéphalites, on y trouve une sur-représentation des patients répondeurs, ce qui 

lie la survenue de ces évènements à un processus efficace d’immunisation. La présence d’infiltrats 

cellulaires, par définition, et en particulier lymphocytaires dans l’encéphale semble en particulier 

associée à l’AAC. Des résultats contradictoires existent concernant le type de cellule lymphocytaire 

impliqué dans ces réactions, mais par leur présence, il est clair que les lymphocytes jouent un rôle 

dans ces complications. Cela n’exclut pas que les anticorps anti-Aβ puissent jouer un rôle de 

médiateurs dans ces réactions. Il est légitime de se demander pourquoi seulement 1 cas de 

méningoencéphalite a été rapporté lors de la phase I. Certains auteurs ont évoqué la présence de 

polysorbate 80 ajouté en phase IIa (et dans les 4 dernières administrations de la phase I), associé à 

une réponse T plutôt de type Th1 (Pride et al., 2008). 
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3.3.2. Essais thérapeutiques utilisant des anticorps monoclonaux anti-Aβ 

 

Suite aux méningoencéphalites de l’essai AN-1792, il a été supposé que la composante cellulaire de la 

réponse anti-Aβ serait responsable de l’inflammation cérébrale, tandis que la composante humorale, 

c’est-à-dire les anticorps anti-Aβ, serait potentiellement bénéfique car pouvant augmenter la clairance 

de l’Aβ. La principale stratégie d’immunothérapie anti-Aβ a dès lors été l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux anti-Aβ. 

3.3.2.1. Les anticorps monoclonaux anti-Aβ utilisés en thérapeutique 

Différents anticorps monoclonaux ont été ou sont encore à l’essai dans les pathologies liées à l’Aβ, 

chacun ayant ses propriétés propres en termes de réactivité antigénique, d’isotypie, et d’affinité. 

 

Un premier groupe d’anticorps est réactif vis-à-vis de l’extrémité amino-terminale du peptide Aβ. 

Le bapineuzumab (ou AAB-001), développé par Jansenn et Pfizer, est une IgG1 monoclonale 

humanisée dont le biosimilaire murin est le clone 3D6. Ce clone a été produit par immunisation de 

souris avec de l’Aβ1-5 conjugué à une immunoglobuline de mouton (Johnson-Wood et al., 1997). En 

conséquence, le bapineuzumab reconnait la partie N-terminale du peptide Aβ, en particulier les 

résidus 1-5. Il s’agirait d’un épitope en conformation hélicoïdale plutôt qu’un épitope linéaire (Miles et 

al., 2013 ; Crespi et al., 2014). Sur coupe de cerveau de patients Alzheimer, il se lie aux dépôts 

parenchymateux et vasculaires (Bouter et al., 2015). 

L’aducanumab (ou BIIB037), développé par Neurimmune et racheté par Biogen, est une IgG1 

monoclonale humaine isolée à partir d’un sujet atteint de MA stable sur le plan cognitif, suivant un 

paradigme de “médecine translationnelle inverse”. L’aducanumab reconnait un épitope 

conformationnel N-terminal au niveau de l’Aβ2-7. Sa particularité est qu’il ne se lie pas in vitro à des 

monomères d’Aβ40 ou d’Aβ42, mais de façon sélective à des espèces agrégées, telles que des 

oligomères solubles et des fibrilles, avec une affinité de l’ordre de 0.1 nM, similaire au bapineuzumab 

pour les formes agrégées (Frost et al., 2020 ; Arndt et al., 2018 ; Sevigny et al., 2016). Sur coupe de 

cerveau de souris Tg2576, il se lie préférentiellement aux dépôts parenchymateux diffus ou 

compacts, plutôt qu’à l’Aβ vasculaire (Sevigny et al., 2016). 

 

Un second groupe d’anticorps est réactifs vis-à-vis d’épitopes médians de l’Aβ. 

Le solanezumab (ou LY2062430), développé par Eli Lilly, est une IgG1 monoclonale humanisée dont 

le biosimilaire murin est le clone m266, qui a servi de modèle pour la preuve de concept du 

peripheral sink (DeMattos et al., 2001). Le solanezumab est dirigé contre un épitope en conformation 
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alpha-hélicoïdal dans la partie centrale du peptide Aβ13-24 (Legleiter 2004 ; Ultsch 2016). Ses résidus 

de liaison, très proches de ceux du crenezumab, incluent notamment un motif PP enfoui très 

profondément dans la poche. Ceci pourrait d’une part expliquer la réactivité croisée de cet anticorps 

avec des protéines circulantes (Crespi et al., 2015 ; Watt et al., 2014). D’autre part, cela pourrait 

également expliquer sa propension à reconnaitre préférentiellement l’Aβ sous forme de monomères 

solubles plutôt que d’oligomères soluble ou des dépôts tissulaires d’Aβ fibrillaires insoluble, avec une 

affinité de l’ordre du pM (DeMattos et al., 2001 ; Racke et al., 2005 ; Zhao et al., 2017). Cela dit, sur 

coupe de cerveau de patients Alzheimer, il se lie aux dépôts parenchymateux et vasculaires (Bouter 

et al., 2015). 

Le crenezumab (ou MABT5102A), développé par Genentech, est une IgG4 monoclonale dont le 

biosimilaire murin est une IgG2b issue d’une souris immunisée par des liposomes d’Aβ1-15 tétra 

palmitoylé, dont la portion d’Aβ adopte une conformation riche en feuillet β (Muhs et al., 2007). 

Paradoxalement, les études de modélisation semblent montrer que cet anticorps possède un épitope 

médian 16-26, ce qui permet d’expliquer sa réactivité croisée, comme celle du solanezumab, avec des 

protéines circulantes (Crespi et al., 2015 ; Watt et al., 2014). Cependant, contrairement au 

solanezumab, son épitope est dans une conformation non hélicoïdale expliquant leur profils de liaison 

distincts vis-à-vis de différentes espèces d’Aβ (Ultsch et al., 2016). Cet anticorps semble se lier aussi 

bien à de l’Aβ42 monomérique, qu’oligomérique ou fibrillaire avec une affinité similaire (Adolfsson et 

al., 2012). Cependant, certaines études vont dans le sens d’une prédilection de cet anticorps pour les 

oligomères (Meilandt et al., 2019). Il peut toutefois se fixer aux plaques murines et humaines 

(Adolfsson et al., 2012), principalement en périphérie des dépôts, sans marquage de l’amyloïde 

vasculaire (Meilandt et al., 2019). Ceci dit, d’autres études ont montré la capacité de son biosimilaire 

murin à se fixer au dépôts vasculaires (Bouter et al., 2015) et parenchymateux, avec une plus faible 

affinité et une plus faible capacité de liaison aux dépôts parenchymateux que le bapineuzumab, le 

gantenerumab, ou le solanezumab (Fuller et al., 2015, Bouter et al., 2015). Il aurait également des 

propriétés d’inhibition de l’agrégation et de promotion du désassemblage des agrégats préformés. Sur 

coupe de cerveau de patients Alzheimer, il se lie aux dépôts parenchymateux et vasculaires (Bouter 

et al., 2015). 

Le gantenerumab (RO4909832, ou RG1450), développé par Hoffmann-La Roche, est une IgG1 

monoclonale obtenue par phage display à partir d’une librairie humaine, puis modifiée par maturation 

d’affinité in vitro pour se lier spécifiquement aux dépôts parenchymateux d’Aβ. En réalité, il lierait 

deux épitopes, l’un amino-terminale (1-10) et l’autre médian (19-26) (Bohrmann et al., 2012 ; Panza 

et al., 2014). Le gantenerumab possèderait une affinité un peu inférieure au nM, préférentielle vis-à-

vis de l’Aβ sous forme fibrillaire plutôt qu’oligomérique, et surtout monomérique (Bohrmann et al., 

2012). D’autres auteurs ont toutefois montré une affinité légèrement inférieure au pM vis-à-vis de 

l’Aβ40 monomérique immobilisé, soit du même ordre que le bapineuzumab, et bien supérieure à 
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celle du crenezumab (Fuller et al., 2015). Le gantenerumab est capable de se fixer aux plaques 

(Bohrmann et al., 2012) et aux neurones (Fuller et al., 2015). 

Le dernier groupe d’anticorps réactifs vis-à-vis d’épitopes carboxy-terminaux de l’Aβ inclut le 

ponezumab, développé par Pfizer, une IgG2a reconnaissant l’extrémité C-terminale du peptide 

Aβ40, en particulier l’épitope 33-40. Son biosimilaire murin est le clone 2H6. Il ne se lie pas à l’Aβ1-42, 

ni à l’APP, mais décore cependant les dépôts parenchymateux murins et humains (LaPorte et al., 

2012). Il s’agit d’une IgG2 ayant une modification de la région constante de chaîne lourde sur 2 

aminoacides (Armour 2003) . La déglycosylation ne change pas l’affinité de cet anticorps pour l’Aβ1-40, 

qui est de l’ordre de 10 nM, mais diminue son affinité pour les FcgRc murins et pour le C1q humain. 

L’administration intracraniale de 2H6 diminue le nombre de dépôts parenchymateux, en augmentant 

l’expression des FcgRII/III et l’activation microgliale évaluée par l’expression de CD45. Ces derniers 

effets sont absent en utilisant un anticorps déglycosylé. (Carty 2006) 

 

3.3.2.2. Effets des anticorps monoclonaux anti-Aβ sur les marqueurs associés à la 

maladie d’Alzheimer 

Effets neuropathologiques 

Peu de données neuropathologiques sont disponibles pour des patients traités par anticorps 

monoclonaux sans complications. 

Chez trois patients traités par bapineuzumab, dont deux ayant présenté un œdème vasogénique, 

l’examen neuropathologique n’a pas montré de diminution apparente des plaques séniles 

comparativement aux sujets contrôles (Roher et al., 2011 ; Roher et al., 2013).  Chez ces sujets, il n’a 

pas été observé de modification de l’Aβ total cérébral, mais une augmentation du TNFalpha chez les 

sujets traités, compatible avec une activation microgliale, ainsi qu’une augmentation du ratio 

Aβ40/Aβ42, plutôt liée à une forte augmentation de l’Aβ40 qu’à une diminution de l’Aβ42 (Roher et 

al., 2013). De façon similaire, un patient traité par solanezumab et étudié sur le plan 

neuropathologique a montré une augmentation très importante de l’Aβ40 soluble et insoluble dans 

les lobes frontaux et temporaux, sans modification de l’Aβ42 comparativement à des sujets MA non 

traités (Roher 2016). 

Effets radiologiques 
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Concernant les modifications de mesures volumétriques en IRM induites par les anticorps anti-Aβ 

monoclonaux (par exemple concernant le volume cérébral total, cortical, hippocampique ou 

ventriculaire), aucune étude à notre connaissance ne rapporte de modification chez les sujets traités 

par rapport aux non-traités, ni pour le bapineuzumab (Vandenberghe et al., 2016 ; Salloway et al., 

2018), le solanezumab (Honig 2018 ; Swcharz 2019 31388559), le gantenerumab (Ostrowitski 2017), 

le crenezumab (Cummings 2018 ; Salloway 2018), ou le ponezumab (Landen 2017b). Nous n’avons 

retrouvé dans la littérature aucune donnée de volumétrie pour l’aducanumab. 

Concernant les modifications de charge amyloïde évaluée par imagerie, induites par les anticorps 

anti-Aβ monoclonaux (par exemple au moyen de méthodes telles que le PiB ou le TEP-scan 

Florbetapir), les résultats sont variables selon l’anticorps. 

Une réduction significative de la charge amyloïde a été retrouvée pour le bapineuzumab (Rinne et al., 

2010 ; Russu et al., 2016 ; Liu et al., 2015), l’aducanumab (Sevigny et al., 2016), le gantenerumab 

(Ostrowitski et al., 2011 ; Ostrowitski et al., 2017 ; Klein et al., 2019). Ces effets semblent dose- et 

temps-dépendant, en tout cas pour l’aducanumab et le gantenerumab. Concernant le bapineuzumab, 

toutes les études n’ont pas montré de résultats significatives (Brody et al., 2016). Il semble en tout 

cas que la diminution de la charge amyloïde induite par cet anticorps ait été plus importante chez les 

porteurs de l’allèle ApoE4 (Russu et al., 2016 ; Liu et al., 2015). En revanche, le traitement par 

solanezumab (Honig et al., 2018 ; Schwarz et al., 2019), crenezumab (Salloway et al., 2018) ou 

ponezumab (Landen et al., 2017a) n’a pas montré de modification de la charge amyloïde en imagerie 

chez les patients traités. 

Effets biologiques 

Concernant la biodisponibilité de l’anticorps au niveau du compartiment central, les différents 

anticorps ont donné des résultats du même ordre de grandeur. Le ratio des concentrations 

LCR/plasma était de 0.3% pour le bapineuzumab (Blennow et al., 2012 ; Brody et al., 2016), 0.3% 

pour le crenezumab (Cummings et al., 2018), et 0.5% pour le ponezumab (Landen et al., 2013). 

Notons que ces anticorps sont respectivement d’isotype IgG1, IgG4, et IgG2. Par conséquent, le 

passage au niveau central ne semble pas influencé de façon critique par l’isotype. 

Il semble que l’administration de certains anticorps monoclonaux anti-Aβ augmente les 

concentrations d’Aβ, en particulier d’Aβ42, dans le LCR. C’est le cas du solanezumab (Siemers et al., 

2010 ; Farlow et al., 2012), et du crenezumab (Cummings et al., 2018 ; Salloway et al., 2018). Cela ne 

semble en revanche pas être le cas du bapineuzumab (Blennow et al., 2012 ; Russu et al., 2016), du 

gantenerumab (Ostrowitski et al., 2017), ni de l’aducanumab chez la souris (Sevigny et al., 2016). 

Concernant le ponezumab, une augmentation de l’Aβ40, et dans une moindre mesure de l’Aβ42 a 
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été trouvée en phase I (Landen 2013) mais pas confirmée en phase 2 (Landen 2017b, Landen 2017a). 

L’étude des fractions libres et liées d’Aβ dans le LCR après traitement par le solanezumab a révélé 

que, malgré l’augmentation de l’Aβ40 et Aβ42 totaux, l’Aβ40 libre diminuait dans le LCR, tandis que 

l’Aβ42 libre n’était pas diminué (Doody et al., 2014 ; Willis et al., 2018). Le crenezumab diminuerait 

quant à lui la concentration d’oligomères dans le LCR (Yang et al., 2019). 

Il semble également que l’administration de certains anticorps monoclonaux anti-Aβ diminue les 

concentrations de Tau ou de p-Tau dans le LCR. De façon paradoxale, nous remarquons que les 

anticorps concernés sont ceux sans effet probant sur les concentrations d’Aβ dans le LCR. C’est le 

cas du bapineuzumab (Blennow et al., 2012 ; Russu et al., 2016), du gantenerumab (Ostrowitski et al., 

2017). Ce n’est pas le cas du solanezumab (Doody et al., 2014), du crenezumab (Cummings et al., 

2018 ; Yoshida et al., 2020), ni du ponezumab (Landen et al., 2013). Aucune information n’est 

disponible à notre connaissance sur ce sujet pour l’aducanumab. 

Il semble que l’administration d’anticorps monoclonal anti-Aβ entraine en règle générale une 

augmentation dose-dépendante des concentrations plasmatiques d’Aβ. Cela a été montré pour le 

bapineuzumab (Arai et al., 2015 ; Black et al., 2010 ; Brody et al., 2016), l’aducanumab (Ferrero et al., 

2016), le solanezumab (Farlow et al., 2012 ; Doody et al., 2014), et le crenezumab (Adolfsonn et al., 

2012 ; Salloway et al., 2018). Contrairement aux autres anticorps, l’administration de ponezumab 

augmenterait les concentrations plasmatiques d’Aβ1-40, mais pas d’Aβ1-42 (Landen et al., 2013 ; Landen 

et al., 2017a). Nous n’avons pas retrouvé d’information à ce sujet concernant le gantenerumab dans 

la littérature. 

Effets cliniques 

La plupart des anticorps monoclonaux anti-Aβ n’ont pas montré d’efficacité clinique. 

Le bapineuzumab n’en a montré ni en phase II (Salloway et al., 2009), ni en phase III (Salloway et al., 

2014 ; Vandenberghe et al., 2016), ni dans les études d’extension (Salloway et al., 2018 ; Ivanoiu et al.,  

2016). 

Le solanezumab n’a pas montré d’effet sur les fonctions cognitives des sujets avec une MA légère à 

modérée, ni en phase I (Siemers et al., 2010), ni en phase II (Farlow et al., 2012), ni en phase III 

(Doody et al., 2014). Bien qu’un bénéfice clinique ait été suspecté dans le sous-groupe des MA 

légères en phase III (Doody et al., 2014 ; Liu-Seifert et al., 2015), cela n’a pas été confirmé par 

Expedition 3 portant seulement sur les MA légères (Honig et al., 2018). 

Le crenezumab n’a pas non plus montré d’efficacité clinique dans les MA légères à modérées. 

Toutefois, une analyse en sous-groupes a montré un ralentissement du déclin cognitif pour les formes 
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très légères (Cummings et al., 2018), ce qui a été confirmé dans une autre étude (Salloway et al., 

2018). 

Concernant le gantenerumab, l’étude de phase III SCarlet RoAD chez les MCI a été arrêtée suite à 

une analyse d’interim n’ayant pas montré de bénéfice clinique. Toutefois, l’analyse en sous-groupes 

suggère un ralentissement du déclin cognitif chez les fast decliners (Ostrowitski et al., 2017). 

Quant au ponezumab, il n’a pas non plus montré d’effet cognitif en phase II chez des sujets 

présentant une MA légère à modérée (Landen 2017b, Landen 2017a). 

Seul l’aducanumab a montré un ralentissement de la diminution des performances cognitives dans les 

sujets avec une MA légère ou un MCI traités (Sevigny et al., 2016). En Mars 2019, une analyse 

d’intérim des études de phase III a d’abord contesté ces résultats positifs, mais ces résultats ont par la 

suite été contredits en Octobre 2019 par une étude de plus grande ampleur, semblant confirmer 

l’effet de l’aducanumab aux doses les plus importantes (Alzforum). 

3.3.2.3. Effets des anticorps monoclonaux anti-Aβ sur l’AAC et ses complications 

Anticorps anti-Aβ et AAC 

Nous avons vu plus haut que, dans un contexte de pathologie liée à l’Aβ chez l’animal ou chez 

l’homme, l’immunisation active vis-à-vis d’Aβ augmente les dépôts d’Aβ vasculaires et les 

manifestations hémorragiques intracérébrales, au moins de façon transitoire (Boche et al., 2008 ; 

Sakai et al., 2014 ; Patton et al., 2006). Certains éléments neuropathologiques incitent à penser que la 

présence et la majoration de l’AAC et des vasculopathies, dans un contexte de réponse immune 

adaptative contre l’Aβ, pourrait être un élément important dans le déclenchement des 

méningoencéphalites observées lors de l’essai AN1792. Dans ce contexte d’une réponse adaptative 

cellulaire et humorale, il est impossible d’évaluer le rôle précis des anticorps anti-Aβ ni dans la 

majoration de l’AAC, ni dans le déclenchement de ces complications hémorragiques ou 

inflammatoires. En revanche, l’immunothérapie humorale passive en fournit pour cela un bon modèle. 

Dans les modèles murins de MA présentant également de l’AAC, tels que la souris Tg2576 ou la 

souris APP23, l’administration périphérique d’anticorps anti-Aβ réduit les dépôts parenchymateux, 

améliore les performances cognitives des souris, mais augmente l’importance des dépôts vasculaires 

et la survenue de microhémorragies dans les vaisseaux contenant des dépôts amyloïdes (Pfeifer et al., 

2002 ; Wilcock et al., 2004 ; Racke et al., 2005). De façon intéressante, tandis qu’un anticorps anti-

Aβ administré par voie périphérique peut majorer l’AAC et déclencher des microhémorragies, ce 

n’est pas le cas lorsqu’il est administré en intracérébroventriculaire (Thakker et al., 2009). La voie 
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hématogène serait donc particulièrement pathogène. Cependant, certains auteurs ont rapporté le 

déclenchement des microhémorragies chez la souris suite à l’administration intracérébrale de ScFv 

(Kou et al., 2011). 

Effets neuropathologiques des anticorps monoclonaux anti-Aβ sur l’AAC 

Peu d’études sont disponibles sur le plan neuropathologique. Chez trois patients traités par 

bapineuzumab, dont deux ayant présenté un œdème vasogénique, l’examen neuropathologique n’a 

pas montré d’augmentation de la sévérité de l’AAC comparativement aux sujets contrôles. (Roher et 

al., 2011 ; Roher et al., 2013). L’un des deux sujets ayant présenté un œdème vasogénique présentait 

des infiltrats épars de lymphocytes T, principalement périvasculaires (Roher et al., 2013). 

Un seul patient traité par solanezumab a été étudié sur le plan neuropathologique, et a montré des 

dépôts vasculaires sévères (avec un score de 12/12), à rapprocher de l’augmentation très importante 

de l’Aβ40 soluble et insoluble dans les lobes frontaux et temporaux, sans modification de l’Aβ42 

comparativement à des sujets MA non traités. Cela dit, le fait que cet individu avait un génotype 

ApoE4/4 a vraisemblablement contribué à la sévérité de son AAC (Roher et al., 2016). 

Amyloid-Related Imaging Abnormalities 

Durant les essais d’immunothérapie passive par anticorps monoclonaux chez les patients atteints de 

MA, un certain nombre de sujet ont montré à l’IRM certaines anomalies désignées sous le terme 

d’Amyloid-Related Imaging Abnormalities ou ARIA, accompagnées ou non de signes cliniques. Les 

ARIA ont été catégorisées en ARIA-E pour edema/effusion, et ARIA-H pour hemorrhage. Les ARIA-E 

incluaient des images évoquant des œdèmes dits vasogéniques dans le parenchyme cérébral, ou bien 

une fuite de liquide au niveau sulcale. Les ARIA-H incluaient la formation de dépôts d’hémosidérine 

correspondant à des microhémorragies parenchymateuses ou à l’apparition d’une sidérose 

superficielle, ce qui rappelle les manifestations hémorragiques de l’AAC (AAC-he). Quant aux ARIA-

E, leur mécanisme physiopathologique suppose un passage de liquide d’origine vasculaire dans la 

substance blanche, grise, ou dans les espaces leptoméningés pour les effusions sulcales, suite à des 

altérations vasculaires. Elles ont été rapprochées des manifestations inflammatoires spontanées de 

l’AAC (AAC-ri) en raison de leurs similarités cliniques, neuroradiologiques, biologiques 

(hyperprotéinorachie sans ou avec hypercellularité modérée lymphocytaire), de leur association 

préférentielle à l’allèle ApoE4, et de leur histoire naturelle (résolution spontanée ou sous 

corticothérapie) (Sperling et al., 2011). Avant les essais d’immunothérapies passives, certains auteurs 

avaient rapproché les anomalies histopathologiques des méningoencéphalites survenues lors de l’essai 

AN1792 des manifestations spontanées de AAC-ri (Attems et al., 2005). La possibilité que les ARIA-E 
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des immunothérapies passives représentent une forme atténuée de méningoencéphalite a été 

évoquée par certains auteurs (Frisoni et al., 2012, Viswanathan et al., 2011). Il faut cependant garder 

à l’esprit qu’il n’y a pas de stimulation de la réponse cellulaire antigène-spécifique lors des 

immunothérapies passives. 

Certains anticorps monoclonaux anti-Aβ ont d’ailleurs été développés pour limiter la survenue des 

ARIA. 

ARIA-E 

La prévalence des ARIA-E spontanées chez les sujets atteints de MA est vraisemblablement très 

faible, vraisemblablement moins de 0.1% (Carlson et al., 2011). 

La fréquence d’apparition des ARIA-E semble dépendre de l’anticorps monoclonal et de la dose-

administrée. Cela a bien été montré pour le bapineuzumab, où la fréquence des ARIA-E était de 7.1% 

à 0.15 mg/kg, 9.8% à 0.5 mg/kg, 22.0% à 1 mg/kg, et 30.8% à 2 mg/kg (Sperling et al., 2012 ; Salloway 

2014 ; Ketter et al., 2017). C’était également le cas de l’aducanumab, avec des fréquence de 0% 

(0/38), 3% (1/31), 6% (2/32), 37% (11/30) et 41% (13/32) chez les patients recevant 0, 1, 3, 6 et 10 

mg/kg d’aducanumab, respectivement (Sevigny et al., 2016). Cet effet dose a également été décrit 

avec le gantenerumab (Ostrowitski 2017). Concernant le solanezumab, aucune ARIA n’a été déclarée 

en Phase I (Siemers 2010) ni en phase II (Farlow 2012). En phase III, 0.9% (9/1027) des sujets traités 

par 400 mg (soit de l’ordre de 5 mg/kg) ont présenté une ARIA-E, contre 0.4% (4/1025) des sujets 

traités par placebo. Cette différence n’est pas statistiquement significative (Doody et al., 2014). Dans 

un autre essai de phase III incluant seulement des MA légères, 1/1054 sujet a présenté une ARIA-E 

dans le groupe traité, contre 2/1067 dans le groupe contrôle. Là encore, la différence n’était pas 

significative (Honig et al., 2018). Cela dit, la relecture des données d’EXPEDITION et de son 

extension a permis de recenser 19 cas d’ARIA-E chez les sujets traités contre 5 cas chez les sujets 

contrôles, ce qui rend cette différence significative (Carlson et al., 2016). Concernant le crenezumab, 

aucune ARIA-E n’a été observée en phase I (Adolfsonn et al., 2012). En phase II, 1 sujet traité (0.3%) 

homozygote pour l’ApoE4 a développé une ARIA-E, contre 0/144 placebo (Cummings et al., 2018). 

Dans l’étude BLAZE, aucune ARIA-E n’a été rapportée (Salloway et al., 2018). Concernant le 

ponezumab, en phase II chez les sujets atteints de MA légère à modérée, 2/178 sujets traités ont 

présenté des signes d’ARIA-E : un œdème cérébral, une prise de contraste cérébrale et 

méningée (Landen 2017b). En phase II mais chez des sujets présentant une AAC, 1 ARIA-E s’est 

déclarée parmi 24 patients traités (Leurent et al., 2019). Cette différence de fréquence entre sujets 

atteints de MA et d’AAC suggère encore une fois la nécessité des dépôts vasculaire pour le 

déclenchement des ARIA-E. On peut dans tous les cas conclure que, comparativement au 
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bapineuzumab, à l’aducanumab et au gantenerumab, le solanezumab, le crenezumab, et le ponezumab 

possèdent une bien plus faible propension à déclencher des ARIA-E au cours de la MA.  

La fréquence d’apparition des ARIA-E semble également dépendre du nombre d’allèle ApoE4 porté 

par l’individu. Pour le bapineuzumab, la fréquence des ARIA-E était de 6.8% chez les non-porteurs, 

17.6% chez les hétérozygotes, et 36,3% chez les homozygotes (Sperling et al., 2012 ; Salloway 2014). 

Pour l’aducanumab, la fréquence était de 11% (5/44) chez les non-porteurs et de 27% (22/81) chez 

porteurs de l’ApoE ε4 (Sevigny et al., 2016). Les mêmes tendances ont été constatées pour le 

solanezumab (Siemers et al., 2016), le gantenerumab (Ostrowitski et al., 2017), 

 

La plupart des sujets présentent seulement des signes radiologiques, qui semblent précéder 

l’apparition des signes cliniques (si elle a lieu), et continuer après la résolution clinique. C’est le cas de 

l’aducanumab (Ferrero et al., 2016). La plupart des ARIA semblent toutefois asymptomatiques. Cela a 

été montré pour le bapineuzumab (Ketter et al., 2017), l’aducanumab (Sevigny et al., 2016), le 

gantenerumab (Ostrowitski et al., 2017). Il est possible que les ARIA-E soient plus fréquemment 

symptomatiques chez les porteurs de l’ApoE4 (Ivanoiu et al., 2016) 

 

Il semble que les ARIA-E aient tendance à se développer dans les zones les plus riches en dépôts 

amyloïdes, i.e. celles montrant un signal PiB élevé à l’inclusion. Ces zones montrent une forte 

diminution du signal PiB après résolution de l’ARIA. Cela a été décrit notamment pour le 

bapineuzumab (Sperling et al., 2012) et le gantenerumab (Ostrowiski et al., 2011 ; Klein et al., 2019). 

Il semble qu’il n’y a pas ou peu de rechute d’une ARIA-E après reprise du traitement à plus faible 

dose. Cela a été constaté pour le bapineuzumab (Salloway et al., 2009 ; Sperling et al., 2012) 

 

Les ARIA-E surviennent généralement en début de traitement, lors des premières administrations. 

Cela a été montré pour le bapineuzumab (Sperling et al., 2012), l’aducanumab (Sevigny et al., 2016), le 

gantenerumab (Ostrowitski et al., 2017), 

 

Dans le LCR d’un patient ayant présenté une ARIA-E, on n’a pas trouvé de modification du ratio 

LCR:sérum d’albumine et d’IgG, ni de bandes oligoclonales, ni de modification particulière des 

paramètres du LCR au moment de l’ARIA-E (Blennow et al., 2012). 

Concentrations plus basses at baseline d’Aβ42 dans le LCR des sujets non porteurs de l’ApoE4 qui 

vont développer une ARIA. Les sujets développant une ARIA-E montrent (Liu et al., 2018) 

La présence de microsaignements à l’inclusion n’est pas apparu comme un facteur de risque d’ARIA-E 

pour le bapineuzumab (Salloway et al., 2012), mais pour le solanezumab (Carlson et al., 2016) 
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ARIA-H 

La fréquence des microsaignements chez les sujets traités semble également dépendre de la dose et 

du génotype de l’ApoE.  

L’effet-dose a été montré pour le bapineuzumab (chez les non-porteurs de l’ApoE4, 1% (1/105) des 

suejts traités par 0.5 mg/kg ont développé des microsaignements, contre 3% (3/93) des sujets traités 

par 1 mg/kg (Ivanoiu et al., 2016). Le constat est similaire pour l’aducanumab, avec 5% (2/38), 10% 

(3/31), 12.5% (4/32), 17% (5/30) et 31% (10/32) de microsaignements chez les patients traités par 0, 

1, 3, 6 et 10 mg/kg d’aducanumab, respectivement (Sevigny et al., 2016). Concernant le 

gantenerumab, cet effet dose n’a pas été observé, puisque des ARIA-H sont survenues chez 13.2% 

(35/266), 22.9% (62/271), et 16.2% (42/260) des sujets traités par placebo, 105 mg, et 225 mg de 

gantenerumab, respectivement (Ostrowitski et al., 2017). Concernant le solanezumab, comme pour 

les ARIA-E, il n’a pas été constaté de différence significative de survenue de microsaignements entre 

sujets traités et contrôles, en phase III. Dans des patients MA légères à modérée, 4.9% (50/1027) des 

sujets traités ont présenté une ARIA-H contre 5.5% (57/1025) des sujets traités par placebo (Doody 

et al., 2014). Dans un autre essai de phase III incluant seulement des MA légères, 3.5% (37/1054) des 

sujets a présenté une ARIA-H dans le groupe traité, contre 2.8% (30/1067) dans le groupe contrôle 

(Honig et al., 2018). Ces différences ne sont pas significatives. Concernant les ARIA-H sous 

crenezumab, 10.3% (31/300) des sujets traités ont développé des microsaignements, contre 14.6% 

(21/144) traités par placebo ; 0.3% (1/300) sujets traités par crenezumab ont développé une cSS, 

contre 1.4% (2/144) placebo. Un sujet traité par crenezumab a développé une macrohémorragie 

asymptomatique, contre 0 dans le groupe placebo (Cummings et al., 2018). Dans l’étude BLAZE, 

aucun cas de macrohémorragie ni de cSS n’a été rapporté dans le groupe traité. Concernant les 

microhémorragies, 9/62 cas ont été rapportés chez les sujets traités, contre 1/29 parmi le groupe 

contrôle (Salloway et al., 2018).  

Concernant le ponezumab, en phase II dans la MA légère à modérée, l’incidence des 

microhémorragies était de 13.8% (19/138) dans le groupe traité, et 19.6% (11/56) dans le groupe 

placebo (Landen et al., 2017b). En revanche, chez des sujets traités pour une AAC par ponezumab en 

phase II, il n’a pas été observé de changement significatif dans la survenue des microsaignements 

(Leurent et al., 2019).  

Concernant la susceptibilité aux microsaignements induits par le traitement chez les porteurs de 

l’allèle ApoE4, cela a été montré pour le bapineuzumab administré à 0.5 mg/kg : 1% (1/105) des non-

porteurs ont développé des microsaignements, contre 7.1% (35/490) des porteurs (Ivanoiu et al., 

2016). Chez les patients traités par aducanumab, 36% (9/25) des patients avec ARIA-H présentaient 

une cSS (Sevigny et al., 2016). 
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Pour le bapineuzumab l’incidence des ARIA-H était de 47% (17/36) chez les sujets avec ARIA-E, 

tandis qu’elle était de seulement 4% (7/177) chez les sujets traités sans ARIA-E. Chez les sujets avec 

ARIA-E et ARIA-H, la plupart sont survenues au même moment (14/17) et si dans ce cas, souvent de 

façon colocalisée (8/14) (Sperling et al., 2012). 

Pour l’aducanumab, des ARIA-E et ARIA-H étaient concomitants dans 42% (15/36) des patients 

présentant une  ARIA : 55% (15/27) des ARIA-E presentaient une ARIA-H et 62.5% (15/24) des 

ARIA-H présentaient ARIA-E (Sevigny et al., 2016). Des tendances similaires ont été constatées pour 

le solanezumab (Carlson et al., 2016). 

 

Bien qu’il s’agisse d’une manifestation fréquente de l’AAC, les hémorragies intracérébrales (hors cSS) 

ne sont généralement pas incluses dans les ARIA-H. Elles peuvent survenir, quoique rarement, au 

cours d’une immunothérapie passive par anticorps monoclonaux. C’est le cas avec le bapineuzumab 

(Arrighi et al., 2015), l’aducanumab (Sevigny et al., 2016), le solanezumab (Doody et al., 2014). 

A titre d’illustration, dans l’étude 3003 du bapineuzumab, 6/490 (2,8%) porteurs d’ApoE4 traités ont 

présenté une hémorragie intracranienne (hématome lobaire, sous-arachnoïdien, ou intraventriculaire) 

considérée comme liée au traitement, dont 3 sévère et 1 fatale. Chez les non porteurs traités, 5/198 

(2.5%) ont présenté une hémorragie intracranienne, dont une sous-arachnoïdienne classée sévère 

(Ivanoiu et al., 2016). Même pour le solanezumab, qui aurait une faible propension à déclencher des 

microsaignements, deux décès ont eu lieu dans le groupe traité : un AVC hémorragique et une 

hémorragie intracrânienne (Doody et al., 2014). 

Concernant les macrohémorragies sous ponezumab, en phase II dans la MA légère à modérée, 1 

sujet a présenté un hématome sous-dural, et 1 cas de cSS a été décrit (Landen et al.,  2017b). Chez 

des sujets traités pour une AAC par ponezumab en phase II, 1 patient a présenté une hémorragie 

cérébrale, et 1 patient un hématome subdural dans le groupe traité (24 patients), contre 1 

hémorragie intracérébrale (12 patients) (Leurent et al., 2019). 

De façon intéressante, chez les sujets traités par ponezumab, 7 sujets traités ont présenté des 

ischémies cérébrales, contre 2 dans le groupe placebo, et 9 sujets traités ont présentés des 

hypersignaux de la substance blanche, contre 4 dans le groupe placebo (Landen et al., 2017b). Il est 

donc possible que le ponezumab influence également la composante ischémique de l’AAC. 

3.3.2. Essais thérapeutiques utilisant des anticorps naturels anti-Aβ (IVIg) 

L’utilisation des IVIg dans les pathologies liées à l’Aβ est un modèle intéressant de l’effet des 

anticorps naturels anti-Aβ dans ces contextes pathologiques. Cependant, en tant que modèle, les IVIg 
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présentent certaines limites, dont certaines peuvent toutefois se révéler avantageuses sur le plan 

thérapeutique :  

i) Les IVIg ne contiennent virtuellement que des IgG : l’effet potentiel des autres isotypes est 

donc éliminé. 

ii) Les IVIg contiennent des anticorps de multiples spécificités, et pas seulement des anticorps 

anti-Aβ. Par exemple, ils contiennent des anticorps anti-Tau (Hromadkova 2015 26616881 ; 

Smith 2014 24859060) 

iii) Une partie des anticorps anti-Aβ contenus dans les IVIg sont potentiellement sous forme 

complexée, dont on ignore les effets pharmacologiques (Klaver 2010 19840873) 

iv) les anticorps anti-Aβ sont présents en bien moindre quantités que dans une préparation 

d’anticorps monoclonal 

v) les préparations d’IVIg peuvent également contenir de l’Aβ, potentiellement pathogène.  

Etudes précliniques 

Des résultats contradictoires ont été obtenus dans des modèles précliniques. Joly-Amado et al., 

rapportent que, suite à l’administration d’IVIg humaines en intracérébroventriculaire dans un modèle 

de souris transgénique, les IgG humaines se ditribuent dans le cerveau, dont le cortex et 

l’hippocampe, mais marquent principalement les neurones, sans marquage ni diminution des plaques, 

ni modifications des tests de comportement (Joly-Amado et al., 2014 25115543). Cependant, 

Sudduth et al., rapportent qu’une administration intracrânienne unique d’IVIg provoque les mêmes 

effets que ceux obtenu avec un anticorps monoclonal anti-Aβ, bien qu’avec un délai d’apparition 

retardé de quelques jours : une clairance des dépôts d’Aβ parenchymateux, une diminution de l’Aβ 

soluble et insoluble, une activation de la microglie avec des phénotypes préférentiellement M1 et 

M2b, plutôt que M2a et M2c. De façon intéressante, le phénotype M2b est connu pour être inité par 

des complexes immuns (Sudduth et al., 2013). De façon concordante, après administration 

périphérique d’IVIg, Magga et al., ont montré une co-localisation des IgG humaines et des dépôts 

parenchymateux d’Aβ, structures entourées par de la microglie activée (Magga 2010). Puli et al., ont 

également trouvé une diminution de l’Aβ soluble central chez la souris traitée par IVIg périphérique, 

mais n’ont pas trouvé de diminution des dépôts parenchymateux et ont montré une diminution du 

nombre de cellules microgliales activées et du TNFalpha) (Puli 2012 22642812). L’Aβ soluble dans 

l’hippocampe, le cortex, et le LCR semble en effet diminué chez les souris transgéniques traitées par 

IVIg périphériques, tandis que l’Aβ plasmatique est augmenté (Gu 2014). Une seule dose d’anticorps 

anti-Aβ purifiés à partir d’IVIg améliorait les performances congnitves des souris (Mengel et al., 

2013). Toutefois, l’administration d’IVIg chez les souris 3xTg-AD a montré une amélioration modeste 

mais significative des troubles cognitifs associé à une diminution du ratio Aβ42/40 solubles chez ces 
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souris avec amélioration fonctionnelle, ainsi que des dodécamères d’Aβ, sans effet sur l’Aβ insoluble 

ni sur l’accumulation de plaques (St-Amour et al., 2014). 

Effets des IVIg dans la Maladie d’Alzheimer 

L’une des observations qui supporte l’hypothèse de l’efficacité des IVIg dans la MA, est qu’il semble 

que les patients traités au long cours par IVIg aient un risque de présenter une MA réduit de 42% par 

rapport à la population générale (Fillit et al., 2009).  

Les résultats des premiers essais chez l’homme semblaient montrer que l’administration d’IVIg  

augmentait l’Aβ total dans le sérum, parallèlement à sa diminution dans le LCR. Cet effet semblait 

inconstant en considérant seulement l’Aβ1-42 (Dodel et al., 2002 ; Dodel et al., 2004). D’autres 

auteurs ont mentionné cette augmentation de l’Aβ40 et de l’Aβ42 sanguins, quoique de façon 

temporaire après l’injection d’IVIg, tandis que leur diminution dans le LCR semblait progressive tout 

au long du traitement (Relkin et al., 2009). Dans des essais plus récents, les mêmes auteurs ont 

montré que les taux d’Aβ40 ou d’Aβ42 plasmatiques tendaient au contraire à être plus bas dans le 

groupe traité (Dodel et al., 2013, Relkin et al., 2017). 

Des premiers résultats encourageants montraient des amélioration de l’ADAS-Cog (Dodel et al., 

2004) et du MMSE (Relkin et al., 2009) en phase II. Si ces effets peuvent avoir été réels à court terme 

(Kile et al., 2015), les résultats en phase III n’ont pas mis en évidence d’efficacité clinique (Relkin et 

al., 2017), comme le confirme une méta-analyse (Manolopoulos et al., 2019). Parallèlement, il n’a pas 

été rapporté d’ARIA-E avec les IVIg (Dodel et al., 2013 ; Relkin et al., 2014). Toutefois, des 

microsaignements sont survenus chez 6/42 (14%) patients traités, comparativement à 0/14 sujets 

contrôles, un incidence similaire à celle retrouvée chez les patients traités par bapineuzumab (Dodel 

et al., 2013).  
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Dans l’introduction, nous avons montré que le terme de peptide Aβ regroupe un ensemble de 

peptides ayant une origine commune, différentes longueurs, et pouvant subir des modifications post-

traductionnelles variées. Chacun de ces peptides possède une propension plus ou moins importante 

à adopter une conformation anormale riche en feuillets β, et à s’agréger sous forme d’oligomères 

neurotoxiques et de fibrilles amyloïdes insolubles. Les fibrilles principalement composées d’Aβ1-42, 

s’accumulent dans le parenchyme cérébral et les capillaires au cours de la maladie d’Alzheimer. Les 

fibrilles principalement composées d’Aβ1-40 s’accumulent dans les vaisseaux artériels au cours de 

l’angiopathie amyloïde cérébrale (AAC), qui peut se présenter cliniquement et radiologiquement par 

des manifestations hémorragiques (AAC-he), ou inflammatoires (AAC-ri). 

De nombreux travaux expérimentaux ont montré que les anticorps réactifs vis-à-vis de l’Aβ peuvent 

moduler son accumulation par de nombreux mécanismes : diminution de sa synthèse, diminution de 

la fibrilloformation, dégradation de fibrilles préformées, stimulation de la phagocytose microgliale, 

stimulation des voies de clairance actives ou passives hémato-encéphaliques. 

Les anticorps anti-Aβ font partie des autoanticorps naturels : les IgG, IgA, ou IgM anti-Aβ sont 

présentes dans le sang de tous les individus, sains ou malades, principalement sous forme de 

complexes immuns. De nombreuses études corrélatives ont cherché à mettre en évidence des 

différences sérologiques entre sujets âgés sains et atteints de maladie d’Alzheimer. Les hypothèses, 

rarement explicites, qui sous-tendent ces études sont les suivantes : ou bien qu’il existe une 

variabilité du répertoire naturel des anti-Aβ qui puisse expliquer la survenue d’une pathologie liée à 

l’Aβ chez certains sujets et pas chez d’autres ; ou bien qu’il existe au cours du processus 

pathologique de déposition d’Aβ un processus d’immunisation active à l’origine d’anticorps 

néoformés s’ajoutant aux anticorps naturels anti-Aβ. Quoi qu’il en soit, les résultats de ces études 

sont remarquablement contradictoires, ce qui peut s’expliquer partiellement d’une part par la 

variablilité et des difficultés méthodologiques liées à l’étude des anticorps anti-Aβ, et d’autre part par 

les facteurs de variabilité interindividuelle de ces anticorps, qui restent pour la plupart ou bien 

méconnus, ou bien sujets à controverse. 

D’autre part, les études précliniques d’immunisation active ou passive ont apporté une preuve de 

concept que l’immunothérapie anti-Aβ pouvait diminuer les dépôts amyloïdes parenchymateux et 

ralentir la baisse des performances cognitives. Les résultats d’essais cliniques d’immunothérapies 

actives ou passives anti-Aβ chez l’homme suggèrent pour certains une diminution des dépôts, mais se 

sont révélés dans l’ensemble assez décevant concernant les aspects cliniques. La survenue de 

méningoencéphalite suite à l’immunisation active, et d’effets indésirables appelés ARIA suite à 

l’administration d’anticorps monoclonaux anti-Aβ a considérablement limité les doses administrées et 

le développement de cette piste thérapeutique. 
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Certains arguments expérimentaux et cliniques suggèrent que les immunothérapies anti-Aβ ont 

pourtant tendance à augmenter les dépôts vasculaires, c’est-à-dire l’AAC, peut-être comme voie de 

clairance des dépôts parenchymateux. Plusieurs travaux ont discuté le lien entre l’AAC et les effets 

indésirables des immunothérapies anti-Aβ. Plus spécifiquement, les ARIA déclenchées par 

l’administration d’anticorps anti-Aβ ont une similarité frappante avec les manifestations 

hémorragiques ou inflammatoires spontanées de l’AAC. L’une des hypothèses de notre travail est 

que des espèces particulières d’anticorps anti-Aβ présents spontanément chez les individus 

présentant de l’AAC puissent déclencher des manifestations hémorragiques ou inflammatoires 

spontanées. 

Il semble que les patients en phase aigue de AAC-ri présentent des concentrations augmentées d’IgG 

anti-Aβ dans le LCR, comparativement à des sujets contrôles, AAC non inflammatoires, ou AAC-ri 

en rémission (Piazza et al., 2013 ; Carmona-Iragui et al., 2016). A partir de l’étude d’un cas, il a été 

suggéré que ces anticorps étaient issus d’une synthèse intrathécale (DiFrancesco et al., 2011). 

Cependant, des arguments expérimentaux suggèrent que la voie périphérique serait plus pathogène 

que l’administration centrale (Thakker et al., 2009). Pourtant, jusqu’à présent, les anticorps anti-Aβ 

sériques dans le contexte de l’AAC ont suscité peu d’intérêt. 

 

L’objectif de ce travail est triple. Nous avons présenté nos méthodes et nos résultats en trois parties. 

La première partie est méthodologique et a pour objectif la mise au point d’une technique fiable pour 

l’analyse de différentes caractéristiques des anticorps anti-Aβ sériques : leurs réactivités vis-à-vis de 

différentes préparations d’Aβ1-40 et Aβ1-42 soluble ou fibrillaire, leurs isotypes (IgG, IgA, IgM et sous-

classes d’IgG), leurs concentrations et une estimation de leur avidité apparente pour l’antigène et 

l’isotype considéré. Cette méthode a pris la forme d’une étude de courbes de dilution suite à un 

ELISA indirect multiparamétrique sur échantillon de sérum pré-traité en milieu acide. 

La deuxième partie se présente comme un ensemble d’études corrélatives entre phénotype 

sérologique et des variables physiologiques (âge, fonds génétique) ou pathologiques (mutations de 

l’APP, AAC-he ou AAC-ri), dans des études pilotes chez la souris, mais chez l’homme dans une 

cohorte d’une centaine de sujets dénommée AACAb. L’objectif était d’étudier d’une part l’existence 

ou non d’anticorps anti-Aβ naturels chez la souris, et d’autre part les facteurs physiologiques et 

pathologiques de variabilité de ces anticorps sérique. Plus particulièrement, l’objectif principale de 

l’étude AACAb était d’étudier les profils sérologiques associés aux phénotypes cliniques 

hémorragiques ou inflammatoires de l’AAC. 
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La troisième partie présente les résultats préliminaires d’une étude expérimentale dans le modèle de 

souris transgénique APP23, qui présente notamment de l’AAC. L’objectif était de caractériser les 

propriétés des anticorps anti-Aβ associées à la majoration de l’AAC et au déclenchement de ses 

complications. Pour cela, nous avons immunisé des souris sauvages avec de l’Aβ1-40 fibrillaire. Après 

séparation chromatographique, différentes fractions enrichies en IgG ou en IgM de faible, moyenne, 

ou forte avidité ont été administrées à des souris APP23, avec pour objectif d’associer manifestations 

hémorragiques ou inflammatoires à un isotype ou à une affinité particulière. 
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1. Partie méthodologique : Mise au point d’une méthode d’analyse des anticorps anti-Aβ  

 

1.1. Préparations antigénique 

Les peptides synthétiques Aβ1-40 et Aβ1-42 (Proteogenix, Schiltigheim, France ; pureté > 95%) sont 

dissous dans le 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; Sigma-Aldrich), et des aliquots de 450 μg 

sont distribués dans des tubes à faible rétention. Les aliquots sont ensuite évaporés et séchés par 

centrifugation sous pression réduite (Speedvac), puis conservés à -20°C jusqu’à utilisation. Les 

aliquots lyophilisés sont dissous dans 10 μL de dimethylsulfoxide (DMSO ; Sigma-Aldrich), soniqués 

pendant 3 minutes à 300 Watts, puis mélangés avec 90 μL de solution HEPES 30mM NaCl 10mM 

Cu2+ 10eq pH 7.4 ou HEPES 30mM NaCl 160mM Cu2+ 10eq pH 7.4, respectivement pour l’Aβ1-42 et 

l’Aβ1-40 sous forme soluble, juste avant leur utilisation, ou avec 90 μL HCl 0.01N ou HEPES 30mM 

NaCl 160mM pH 7.4 et incubés à 37°C pendant 72h ou 15j, respectivement pour l’Aβ1-42 et l’Aβ1-40 

sous forme fibrillaire. 

 

1.2. Contrôle des préparations antigéniques par cryoTEM 

Nous avons utilisé la cryomicroscopie électronique à transmission (cryoTEM) afin de valider 

l’absence ou la présence de structures fibrillaires pour les préparations d’Aβ1-42 dites respectivement 

« soluble » et « fibrillaire ». L’objectif était de confirmer la présence des espèces attendues, et de 

s’assurer de leur relative pureté. Par rapport à la TEM conventionnelle, la cryoTEM utilise la 

« vitrification » directe de l’échantillon. Elle présente donc l’avantage d’être une technique sans 

marquage, permettant de visualiser l’échantillon dans sa conformation native en solution. Ces 

expériences ont été réalisées avec l’assistance de Ghislaine Frébourg (Service de microscopie 

électronique, Institut de Biologie Paris-Seine, Sorbonne Université). 

Un faible volume de préparation (5 μL à 1,5 mg/mL) a été déposé sur un support formé d’une grille 

de cuivre de 300 mesh. Dans ce maillage se trouve un réseau de carbone à trous, servant à retenir 

l’échantillon. L’excès d’échantillon a été absorbé de façon à ne laisser sur la grille qu’un film aqueux 

de 100 nm d’épaisseur. La grille a ensuite été plongée de façon extrêmement rapide dans de l’éthane 

liquide refroidi par un bain d’azote liquide. L’éthane sert de cryofixateur et permet la bonne 

vitrification de l’échantillon. La grille a alors été montée sur un porte-objet (Gatan Inc., Warrendale, 

PA) et observée au cryomicroscope électronique à transmission (JEOL 2100HC, 200kV, filament 

LaB6). La capture d’image a été effectuée en mode « zeroloss » à l’aide d’une caméra CCD équipée 

d’un filtre d’énergie Gif Tridiem (Gatan Inc., Warrendale, PA), avec une résolution de 2k x 2k pixels. 

L’acquisition des images a été réalisée avec le logiciel Digital Micrograph (version 1.83.842, Gatan 

Inc., Warrendale, PA).  
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1.3. Contrôle des préparations antigéniques par réaction à la Thioflavine T 

À l’instar du rouge Congo, les dérivés de la thioflavine sont des ligands spécifiques des structures 

amyloïdes. La fluorescence de la ThT a été utilisée ici afin de caractériser l’absence de structures 

amyloïdes dans les préparations d’Aβ soluble, et leur présence dans les préparations d’Aβ fibrillaires. 

D’après Jan et al. (2010), 15 μL/puits de préparation d’Aβ (Cf 1.1.) ont été distribués dans une plaque 

de 96 puits à fond noir (Costar), avec 185 μL de tampon Glycine-NaOH 0,1 M pH 8,5. Une solution 

de Thioflavine T (ThT) (10 μL à 100 μmol/L) a été ajoutée, puis la fluorescence a été mesurée avec 

une longueur d’onde d’excitation (λexc) de 450 nm, et une longueur d’onde d’émission (λém) de 485 

nm. 

 

1.4. Détection des anticorps anti-Aβ par ELISA multiparamétrique 

Les peptides Aβ1-40 et Aβ1-42 sous formes solubles ou fibrillaires (s40, s42, f40 ou f42) fraichement 

préparés sont dilués à 15 μg/mL dans une solution de HEPES 30mM NaCl 10mM Cu2+ 31μM pH 7.4, 

HEPES 30mM NaCl 10mM pH 7.4, HEPES 30mM NaCl 160mM Cu2+ 33μM pH 7.4 et HEPES 30mM 

NaCl 160mM pH 7.4, respectivement pour s42, f42, s40 and f40, distribués dans les plaques ELISA 

(Greiner BioOne) et incubés à 4 °C pendant 18h. Le tampon correspondant sans Aβ est ajouté dans 

les puits servant ultérieurement à mesurer le signal non spécifique. 

Les échantillons contenant des anticorps subissent une épreuve de dilution (sérums humains : 1:100, 

1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:25600 ; sérums murins : 1:50, 1:100, 1:200, 1 :400, 

1:800, 1:1600, 1:3200, 1:12800 ; Ac monoclonal BAM-10 (1 mg/mL): 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 

1:1280 , 1:2560 , 1:5120, 1:10240, 1:20480, 1:40960, 1:81920). L’anticorps monoclonal BAM-10 a été 

directement dilué dans du PBS 1X BSA 2%, tandis que les échantillons biologiques ont subi une étape 

de dissociation dans un tampon 0.1 M Glycine-HCl buffer pH 3.0 pendant 40 minutes à 20°C afin de 

dissocier les complexes immuns (Li et al. 2007), puis une étape de neutralisation avec un volume égal 

de PBS 2X BSA 4% NaOH 0,02N. Les échantillons dilués sont immédiatement distribués en plaque et 

incubés 1h à 20°C sous agitation légère. Après 8 lavages au PBS Tween-20 0,05%, les IgG, IgA, ou IgM 

humaines ou murines sont détectées par ajout d’anticorps polyclonaux correspondants conjugués à la 

peroxydase (dilution 1:5000 dans une solution de PBS Tween-20 0.05%, Jackson ImmunoResearch 

Inc.) pendant 1h à 20°C sous agitation légère. Pour la révélation des anticorps anti-sous-classes d’IgG 

humaines, des anticorps monoclonaux de souris anti-IgG1, -IgG3 et IgG4 ont été utilisés (clones 

NL16, RJ4, ZG4 ; dilution 1:5000 dans une solution de PBS Tween-20 0.05%, gracieusement donné 

par le Dr Margaret Goodall, Université de Birmingham, UK). Les expériences préliminaires réalisées 

en utilisant un anti-IgG2 (GOM2) n’ont pas donné de signaux spécifiques suffisants pour être analysés. 

Après incubation 18h à +4°C et lavages, les plaques sont incubées avec un anticorps polyclonal anti-

IgG murines (dilution 1:5000 dans une solution de PBS Tween-20 0.05%, Jackson ImmunoResearch 
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Inc.). Après lavages, les anticorps sont révélés avec une solution substrat de H2O2/o-phenylene-

diamine dans l’urée 0.15M à pH 5.0. La réaction est stoppée par une solution d’H2SO4 2N. 

L’absorbance (densité optique, DO) est ensuite mesurée à 492 nm, et le signal du blanc est soustrait 

au signal total. 

1.5. Détection des anticorps anti-Aβ par résonnance plasmonique de surface 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une méthode qui permet de mesurer en temps réel 

et sans marquage une interaction ligand-récepteur. Nous nous sommes servis de cette méthode pour 

contrôler certains résultats obtenus par ELISA, notamment concernant la dissociation des complexes 

immuns circulants. Ces expériences ont été réalisées avec l’assistance de Tahar Bouceba (Plateforme 

Interactions moléculaires, Institut de Biologie Paris Seine, Sorbonne Université). 

Les plasmons de surface sont des ondes évanescentes présentes à l’interface entre une couche de 

métal et un milieu diélectrique. Lorsque l’onde électromagnétique émise par un faisceau laser est 

réfléchie par la couche de métal, une partie de l’énergie est dissipée sous forme de plasmons de 

surface. La fixation de molécules de l’autre côté de l’interface va modifier les caractéristiques de ces 

ondes, en particulier leur amplitude (Figure 4.A). Ce phénomène va alors se traduire par une 

variation de l’intensité du faisceau réfléchi ainsi que par une modification de l’angle de réfraction, 

paramètres qui peuvent être mesurés en temps réel (Figure 4.B-D). 

Les analyses de SPR ont été réalisées avec le système BIAcore® 3000 (BIAcore, GE Healthcare). Les 

groupements carboxyliques des chaînes de dextran présents sur d’une puce CM5 ont été activés 

pendant 7 mn à 10 μL/mn par un mélange éthyl(diméthylaminopropyl)carbodiimide 400 mM / N-

hydroxysuccinimide 100 mM (EDC/NHS). Une aliquote de 150 µg peptide Aβ a été reprise dans 5 μL 

de DMSO puis 70 μL de PBS, diluée à 20 μM dans un tampon acétate de sodium 10 mM à pH 4.0, 

puis injecté pendant 10 mn avec un flux de 10 μL/mn. Les groupements carboxyliques résiduels ont 

ensuite été inactivés par une solution d’éthanolamine 1M pendant 7 mn à 10 μL/mn. À la fin de cette 

étape d’immobilisation, le canal montrait une réponse de 6756 RU (Response Units) correspondant à 

la fixation du peptide sur la surface de la puce. 

Les échantillons de sérums ont été analysés dans des conditions les plus proches possibles de la 

technique ELISA, à 25°C et un flux de 10μL/mn. Après une étape de dissociation en milieu acide en 

tampon Glycine 0,1 M / HCl, pH 3,0 pendant un temps variable, le milieu a été neutralisé volume à 

volume par un tampon PBS 2X / Tween20 0.1% / BSA 4% / EDTA 6 mM / NaOH QSP pH final 7.4, ce 

mélange correspondant également au tampon de course. 

Une fois neutralisé, chaque échantillon a été immédiatement injecté dans le système, avec un temps 

d’association de 5 mn, suivi de 8 mn de dissociation. Après chaque passage d’échantillon, la puce a 

été régénérée par 5 μL d’une solution de NaCl 1M / NaOH 0,05N pendant 30sec. L’anticorps 
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monoclonal anti-Aβ de souris (BAM-10, ThermoFisher©) et l’anticorps polyclonal anti-Aβ de lapin 

(OC, Merck Millipore) ont servi de contrôles positifs, et un anticorps non pertinent (polyclonal anti-

IgG humaine, ThermoFisher©) a servi de contrôle négatif. 

Les résultats ont été calculés de la manière suivante. Pour chaque échantillon, on a soustrait au signal 

du canal d’intérêt présentant le peptide Aβ le signal obtenu avec le même échantillon passé en 

parallèle sur un canal nu. C’est cette différence de signal exprimé en RU, qui est mesurée en temps 

réel. Un sensorgramme a ainsi été obtenu, présentant le signal en fonction du temps. La différence de 

signal entre le début et la fin de l’injection correspondait à la fixation spécifique d’un partenaire sur 

l’Aβ. Après la fin de l’injection, la décroissance de la différence de signal au cours du temps 

correspondait à la dissociation du ligand. Les paramètres cinétiques et l’analyse des données ont été 

réalisés avec le logiciel BIAEvaluation (version 4.1, GE Healthcare). 

 

  

tampon 

sérum 

Signal 

Figure 4. Principe de la Résonance Plasmonique de Surface (SPR). A. Lorsque l’onde 

électromagnétique émise par un faisceau laser est réfléchie par la couche de métal, une partie de 

l’énergie est dissipée sous forme de plasmons de surface. La fixation de molécules de l’autre côté 

de l’interface va modifier les caractéristiques de ces ondes, en particulier leur amplitude. B. Ce 

phénomène va alors se traduire par une modification de l’angle de réfraction et, pour un angle 

donné, par une variation de l’intensité du faisceau réfléchi. C-D. La fixation ou la dissociation d’un 

complexe en surface de la puce peuvent être mesurés en temps réel et représentés par un 

Sensorgramme. 

A B 

C D 



93 

 

1.6. Analyse des courbes de dilution obtenues par ELISA 

Toutes les analyses des courbes de dilutions ont été faites de façon automatisée sous le logiciel R, au 

moyen d’un code ad hoc présenté en Annexe I. Nous présentons ici la démarche générale de cette 

analyse : 

Une première étape est la modélisation des blancs. Chaque dilution d’échantillon étant passée dans 

un puits unique, et non en duplicat ou triplicat, il est important de pouvoir d’affranchir de valeurs 

aberrantes pouvant survenir en ELISA. Les valeurs de DO obtenues sur puits non coatés sont 

modélisées par un modèle linéaire (Figure 5.A) 

𝐷𝑂 = 𝑎 ×
1

𝐿𝑜𝑔10(𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛)
+ 𝑏 

Les valeurs expérimentales déviant de plus de 2 sd des valeurs prédites par le modèle sont exclues, 

et la droite des moindres carrés est recalculée, dans la limite d’exclusion de 2 valeurs 

expérimentales. Le signal non spécifique théorique calculé pour les différentes dilutions est soustrait 

aux valeurs expérimentales obtenues sur puits coatés. 

Après soustraction des blancs, le signal obtenu par l’épreuve de dilution de l’échantillon par ELISA a 

une allure sigmoïde en coordonnées semi-logarithmiques, lorsque l’on représente le logarithme du 

facteur de dilution en abscisse, et la DO en ordonnées (Figure 5.B). Une courbe sigmoïde dans un 

repère orthonormé est caractérisée par deux asymptotes et un point d’inflexion. Dans le cas 

présent, l’asymptote de gauche correspond au plafonnement du signal obtenu en excès d’anticorps, 

donc à faible dilution (Maximum, Max), tandis que l’asymptote de droite correspond à la perte de 

signal à forte dilution, donc quand la concentration en anticorps tend vers 0. Lorsque la courbe 

sigmoïde est symétrique, l’ordonnée du point d’inflexion est à Max/2, l’abscisse du point d’inflexion 

étant une définition possible du « titre ». Dans un échantillon de sérum, le titre dépend donc de la 

concentration d’anticorps. En effet, la courbe étant modélisée selon un facteur de dilution et non une 

concentration d’anticorps, si un prélèvement en contient une plus grande quantité pondérale, la 

courbe est décalée vers les dilutions plus fortes. Une dernière caractéristique de la courbe est la 

pente de la tangente à la courbe au point d’inflexion, correspondant mathématiquement à sa dérivée. 

De nombreux modèles d’équations donnent une courbe sigmoïde. Nous nous sommes intéressés à 

deux de ces équations pour décrire nos données expérimentales, l’une à 4 paramètres : 

𝑫𝑶 𝒔𝒑é𝒄𝒊𝒇𝒊𝒒𝒖𝒆 =
𝒂

𝟏 + 𝒃. 𝒆−𝒄.𝒙
+ 𝒅 
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l’autre à 5 paramètres :  

𝑫𝑶 𝒔𝒑é𝒄𝒊𝒇𝒊𝒒𝒖𝒆 =
𝒂

(𝟏 + 𝒃. 𝒆−𝒄.𝒙)𝒆
+ 𝒅 

Comme expliqué plus loin dans les résultats, c’est finalement le modèle à 4 paramètres qui a été 

retenu pour l’analyse des courbes de dilutions obtenues par ELISA. La valeur de Maximum retenue a 

été déterminée après linéarisation en représentation de Lineweaver-Burk et extrapolation de 

l’ordonnée à l’origine de la droite de régression, après exclusion des valeurs expérimentales 

supérieures à 2 sd. (Figure 5.C). La modélisation de la courbe sigmoïde suivant le modèle à 4 

paramètres décrit plus haut est celle passant le mieux par les points expérimentaux par la méthode 

des moindres carrés non linéaire. Comme précédemment, les valeurs aberrantes, i.e. présentant un 

écart par rapport au modèle > 2 sd des écarts expérimentaux ont été exclus, et les paramètres alors 

recalculés.  

La constante d correspond à l’asymptote de droite, soit 0 dans notre modèle. La constante 𝑎 

correspond à l’asymptote de gauche et donc au Maximum. Dans le modèle à 4 paramètres, le Titre 

correspond à ln(b)/c et correspond au facteur de dilution en unité logarithmique qui correspond à la 

moitié du Max. La Pente au point d’inflexion de la courbe sigmoïde peut être calculée par –c/4. Elle 

est exprimée en perte de DO relative par unité de facteur de dilution (en unités de logarithme 

décimal). Un dernier paramètre expérimental, la constante apparente d’association K’A App, reflétant 

l’avidité, a été calculé après linéarisation en suivant l’équation suivante (Figure 5.D), d’après Orosz 

et Ovadi, 2012 : 

𝟏

𝟏 −
𝑫𝑶
𝒂

= 𝑲′𝑨𝑨𝒑𝒑 ×
𝒂 × 𝟏𝟎−𝒙

𝑫𝑶
+ 𝒅 

La valeur du Max (en DO) dépend de la durée de révélation de l’enzyme, mais a été normalisée dans 

la suite afin de s’affranchir de la variabilité inter-plaque, en utilisant un pool de sérums comme étalon 

interne dans chaque plaque. 
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Figure 5. Principales étapes de la modélisation des courbes de dilution des anticorps anti-Aβ. A. 

Modélisation linéaire du signal non spécifique obtenu sur les puits non coatés illustré pour un 

sérum. Les points déviant de ±2 sd par rapport à la droite de régression sont exclus et biffés en 

rouge, et le modèle linéaire est recalculé. Les valeurs de DO des blancs théoriques sont alors 

soustraites aux valeurs de DO obtenues sur Aβ. B. Modélisation de la courbe sigmoïde à 4 

paramètres en utilisant la valeur du Maximum modélisé en C. C. Représentation de Lineweaver-

Burke du signal spécifique servant à modéliser le Maximum théorique obtenu pour le sérum non 

dilué. Les points déviant de ±2 sd par rapport à la droite de régression sont exclus, et le modèle 

linéaire est recalculé. D. Estimation de la constante apparente d’association K’A App par la 

méthode d’Orosz. 
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D
O

 

D
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1/Log10(dilution Log10(dilution) 
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2. Etude corrélative – Variations physiologiques et pathologiques des anticorps anti-Aβ 

sériques 

2.1. Animaux 

2.1.1. Variations physiologiques 

L’existence d’anticorps anti-Aβ naturels chez la souris n’avait à notre connaissance jamais été 

étudiée. Nous avons cherché à détecter ces anticorps dans des échantillons de sérums de différentes 

lignées syngéniques de souris (C57BL/6, SJL, Balb/c, CBA et DBA). Afin d’étudier si la présence 

d’anticorps anti-Aβ chez la souris est dépendante de la présence de lymphocytes T, nous avons 

comparé la réactivité de sérums de souris CD3 KO, et de souris C57BL/6 du même âge. Tous les 

prélèvements de sang ont été faits en submandibulaire. 

2.1.2. Variations pathologiques 

Nous avons cherché à comparer les anticorps anti-Aβ dans différents modèles murins transgéniques 

de pathologies liées à l’Aβ, toujours dans le fond C57BL/6 (7 animaux de 15 mois par souche) : le 

modèle APP23 (Sturchler-Pierrat et al., 1997) et le modèle APPPS1 (Radde et al., 2006). Les deux 

modèles présentent la double mutation « suédoise » de l’APP (K670N/M671L), localisée hors de la 

séquence codant l’Aβ, et synthétisent donc tous les deux un Aβ humain non muté. Ce seul 

transgène, incluant le promoteur neuronal Thy1, est présent dans le modèle APP23, et occasionne 

des dépôts d’Aβ et des dépôts vasculaires. Dans le modèle APP-PS1, un transgène supplémentaire 

exprimant la préséniline-1 avec la mutation L166P est exprimé, et les dépôts d’Aβ y sont 

essentiellement parenchymateux. 

2.2. Sujets humains 

2.2.1. Variation en fonction de l’âge 

Nous avons cherché à étudier les variations sérologiques anti-Aβ chez l’homme en fonction de l’âge. 

Nous avons analysé les anticorps anti-Aβ par ELISA dans des échantillons de sérums de sujets de 

différents âges prélevés pour contrôle de leurs sérologies vaccinales : des jeunes enfants âgés de 14 

mois à 4 ans (n=8 ; 14, 16, 19, 24, 24, 34 mois, 4, et 5 ans), des enfants ou adolescents âgés de 9 à 15 

ans (n=7 ; 9, 9, 10, 11, 12, 15, et 15 ans), et des adultes âgés de 45 à 82 ans (n=5 ; de 45, 47, 53, 55, 

82 ans). 
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2.2.2. Variations pathologiques : corrélation entre profil sérologique et phénotype 

clinique de l’angiopathie amyloïde cérébrale (étude AACAb) 

L’objectif de cette étude était de corréler différents profils sérologiques concernant les anticorps 

anti-Aβ, obtenus pas la technique ELISA multiparamétrique présentée dans la partie I, et différentes 

manifestations de l’AAC entre 3 groupes de sujets : des sujets âgés cognitivement normaux sans 

signe clinique ou radiologique d’AAC (contrôles), des sujets présentant des manifestations 

hémorragiques d’AAC (CAA-he), et des sujets présentant une forme inflammatoire d’AAC (CAA-ri). 

2.2.2.1. Sujets 

Cette étude cas-témoins a recruté ses participants entre le 1er Janvier 2013 et le 1er Juin 2020, au 

moyen d’un réseau de 9 unités neurovasculaires françaises. Les patients adultes ont été inclus dans 3 

groupes : des sujets âgés cognitivement normaux sans signe clinique ou radiologique d’AAC 

(contrôles), des sujets présentant des manifestations hémorragiques d’AAC (CAA-he), et des sujets 

présentant une forme inflammatoire d’AAC (CAA-ri). Les patients du groupe CAA-he remplissaient 

les critères révisés de Boston (Linn et al. 2010) pour une AAC probable ou certaine. Les patients du 

groupes CAA-ri remplissaient les critères clinico-radiologique proposés par Auriel et al. (2012) 

Les critères d’inclusion pour le groupe contrôle étaient : âge > 55 ans, IRM récente réalisé dans le 

cadre du soin courant avec séquences de diffusion normales, dans un contexte d’accident ischémique 

transitoire, symptômes neurologiques fonctionnels, ou symptômes d’origine périphérique. Les 

critères d’exclusions pour le groupe contrôle étaient : un déclin cognitif (version courte de 

l’Informant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly (IQCODE-R) > 3.4); hémorragie 

intracérébrale lobaire à l’IRM ; AVC ichémique récent ; score Fazekas ≥ 2 pour les hypersignaux de la 

substance blanche. 

Les données démographiques, l’histoire médicale, et les IRM cérébrales ont été collectées à 

l’admission. Pour l’AAC inflammatoire, les échantillons de sang ont été collectés durant la phase 

aiguë, avant tout traitement. Les aliquots de sérums ont été conservés à -80°C avant leur analyse. 

Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique “Paris Ile de France V ». Tous les participants ou 

leur représentant ont reçu une information orale et écrite sur l’objectif de l’étude, et ont donné leur 

consentement pour y participer. Tous les sujets ayant donné leur consentement et remplissant les 

critères d’inclusion ont été inclus. 
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2.2.2.2. Imagerie 

La classification des sujets dans les différents groupes diagnostiques a été réalisée par un neurologue 

confirmé spécialisé en neurologie vasculaire (Jean Capron) et en aveugle des données biologiques. 

Les microsaignements lobaires ont été définis comme des petits signaux ronds hypointenses en 

séquence T2*-GRE, profonds de 10 mm ou moins dans le parenchyme cérébral, et évalué suivant 

l’échelle MARS (MH anatomical rating scale ou MARS ; Gregoire et al., 2009). Le score Fazekas a été 

utilisé pour l’évaluation des hypersignaux de la substance blanche, de 0 à 3 (0 : aucun ; 1 : ponctué ; 

2 : faiblement confluents ; 3 : confluent ; Fazekas et al., 1987). La sidérose corticale superficielle (cSS) 

était définie comme un signal homogène curvilinéaire dans les couches superficielles du cortex 

cérébral en sequence T2*-GRE, dans l’espace sous-arachnoïdien, distant d’au moins deux sulci d’un 

hématome, sans hypersignaux correspondant en séquence FLAIR. La cSS a été quantifiée par la cSS 

multifocality scale (Charidimou et al., 2017). 

2.2.2.3. Contrôles qualités de la méthode ELISA 

Plusieurs éléments ont été mis en place afin de minimiser la variabilité expérimentale de l’ELISA 

multiparamétrique. 

Tout d’abord, un pool de sérums, conservé en de nombreux aliquots congelés, servant d’étalon 

interne était analysé dans chaque expérience. La valeur absolue du Max (en DO) dépendant de la 

durée de révélation, les valeurs du Maximum analysées pour chaque sérum, chaque antigène et 

chaque isotype étaient normalisées par rapport au Maximum de cet étalon interne. 

Ensuite, un autre pool de sérums (également conservé en aliquots congelés) servant de contrôle 

interne était analysé dans chaque expérience : n’ont été prises en compte que les expériences 

donnant des paramètres de courbe du contrôle interne < 2.5 sd des valeurs moyennes usuelles. De 

plus, toute modélisation de la sigmoïde donnant un R<0.9 était écartée. 

Enfin, la réalisation des ELISA et l’analyse des paramètres des courbes étaient réalisées en aveugle de 

la classification clinique des sujets. En outre, les expériences étaient organisées de telle façon que 

chacune inclue des échantillons de chaque groupe clinique, pour que tout biais expérimental sur un 

essai donné impacte chaque groupe clinique de la même façon. 
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2.2.2.4. Calcul des coefficients de pondération du MAST-Index 

Le principal objectif de la cohorte AACAb était de corréler des phénotypes cliniques et sérologiques. 

Une première stratégie a défini des biomarqueurs appelés « MAST-Index », pour Maximum, Avidity, 

Steepness, et Titer, les 4 paramètres des courbes de dilutions obtenues en ELISA anti-Aβ pour un 

antigène et un isotype donné, selon la formule : 

𝑀𝐴𝑆𝑇 𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 = 𝑎 × 𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑢𝑚 + 𝑏 × 𝐴𝑣𝑖𝑑𝑖𝑡é + 𝑐 × 𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 + 𝑑 × 𝑇𝑖𝑡𝑟𝑒 

La sélection des coefficients de pondération a, b, c et d du modèle s’est faite en sélectionnant les 

coefficients du premier axe de l’Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée sur l’ensemble 

des données de la cohorte, en regroupant les données de Maximum, Avidité, Pente et Titre obtenues 

pour les différents antigènes et les différents isotypes. 
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3. Partie expérimentale : effets de préparations enrichies en IgG ou IgM anti-Aβ de 

faible, moyenne, et forte avidité sur les manifestations de l’AAC dans la souris APP23 

3.1. Immunisation de souris sauvages 

Des souris sauvages C57BL/6 âgées de 6 semaines ont été immunisées par l’Aβ1-40 selon une stratégie 

de « prime/boost ». De l’Aβ1-40 fibrillaire en suspension dans du PBS et émulsionnée dans un même 

volume d’adjuvant complet de Freund (CFA) ou d’adjuvant incomplet de Freund (IFA) 

respectivement pour le priming et le rappel, a été administré aux animaux en sous-cutané (100 

μg/souris, soit 2x20 μg/coussinet plantaire postérieur + 60 μg à la base de la queue). Le rappel a été 

effectué 15j après la première immunisation. L’ensemble de la procédure s’est déroulé sous 

anesthésie, par inhalation d’un mélange d’isoflurane (Aerane®, Baxter) dans l’air ambiant à 4% avec 

un débit de 300mL/min en induction puis 2,5% pour le maintien. Les prélèvements de sang 

périphérique ont été effectués à partir de la veine mandibulaire et ont été collectés à J-1, J6 et J25, 

respectivement pour les sérums contenant des anticorps supposés naturels, des anticorps induits 

d’affinité modérée, et des anticorps induits de haute affinité.  

3.2. Collection de sérum par ponction intracardiaque 

Un prélèvement sanguin en intracardiaque a été effectué sous anesthésiée par mélange 

Xylazine/Kétamine (100 mg/kg et 10 mg/kg) entrainant la mort de l’animal. La profondeur de 

l’anesthésie est vérifiée par l'absence de reflexe de retrait suite au pincement des coussinets 

plantaires : la procédure était poursuivie uniquement quand l'animal était sous narcose profonde. Une 

aiguille était introduite sous le plexus sternal pour atteindre le ventricule gauche, et un volume de 

1mL de sang total a été prélevé en moyenne, entrainant la mort de l’animal par exsanguination. 

3.3. Fractionnement des protéines sériques par chromatographie d’exclusion de taille 

Les sérums de souris sauvages immunisées ont été collectés et poolés par groupe d’immunisation 

(souris non immunisées, « primées » ou « boostées »). Un volume de 500 μL de sérum par 

fractionnement a été injecté dans une colonne de chromatographie d’exclusion de taille (Sephacryl 

S200 HR 16 mm x 65 cm) au moyen d’une pompe péristaltique à un débit de 0,2 mL/min. Pour 

chaque échantillon on collecte 20 tubes correspondant aux fractions contenant les IgMs, les IgGs et 

l’albumine de 150 à 350 minutes (1 tube / 10 minutes). L’absorbance à 280 nm est mesurée en sortie 

de colonne au moyen d’une lampe au deuterium et permet d’évaluer la quantité de protéines et de 

tracer le profil d’élution. 
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3.4. Identification des fractions enrichies en IgM par immuno-empreinte 

Les fractions non dissociées ont été analysées par électrophorèse de zone en gel fin d’agarose 0.8% 

au moyen d’un automate Hydrasis (Sebia). Une fois la migration électrophorétique effectuée, les 

protéines ont été transférées par simple pression sur une membrane de nitrocellulose (15 g/cm², 10 

min). La membrane a été saturée par du lait écrémé à 5% en PBS, lavée par du PBS Tween 20 0.05%, 

et incubée avec un anticorps polyclonal anti-IgM murines conjugué à la peroxydase (HRP) au 1:5000 

dans du PBS Tween 20 0.05% pendant 1h. Après lavages, la révélation a été faite par 

chimiluminescence. 

3.4. Immunisation passive de souris APP23 

Des souris transgéniques APP23 âgées de 15 mois ont reçu chacune 2 injections intra-péritonéales 

de PBS à 3 semaines d’intervalle, de fractions enrichies en IgG ou en IgM de faible, moyenne, ou forte 

avidité (1,5 mg de protéines par dose), provenant des souris des groupes immunisés (cf. 3.1). Les 

animaux ont été sacrifiés à 17 mois, soit 2 mois après la première administration, par ponction 

intracardiaque. 

3.5. Sacrifice des souris APP23 immunisées et préparation des cerveaux 

Un prélèvement sanguin en intracardiaque a été effectué sous anesthésie (cf. précédemment) 

entrainant la mort de l’animal. La profondeur de l’anesthésie est vérifiée par l'absence de reflexe de 

retrait suite au pincement des coussinets plantaires : la procédure était poursuivie uniquement quand 

l'animal était sous narcose profonde. Une aiguille était introduite sous le plexus sternal pour 

atteindre le ventricule gauche, et un volume de 1mL de sang total a été prélevé en moyenne, 

entrainant la mort de l’animal par exsanguination. 

L’encéphale des animaux a été extrait et immergé dans du paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 24 

heures puis dans du sucrose/PBS 30% pendant 72 heures. Après séparation des deux hémisphères, 

chaque demi-cerveau a été divisé en deux parties, antérieure et postérieure, par une section 

coronale au niveau de l’hippocampe, chaque quart de cerveau a été intégré dans de l’Optimal Cutting 

Temperature (OCT), refroidi par du nitrogène liquide et congelé à -80°C. Des sections de 10 m 

d’épaisseur ont ensuite été réalisées au cryostat et montées sur des lames SuperFrost. 

 

3.5. Histochimie et immunohistochimie 
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Les colorations histologiques ont été réalisées avec de l’hématoxyline/éosine et par la procédure de 

Perls (bleu de Prusse) selon des protocoles standards (Carson et al., 2009). 

Pour le marquage de l’Aß et du CD31, les tissus ont d’abord été rincés avec du PBS puis ont subi une 

étape de saturation par PBS-BSA 3% Triton-X100 1% pendant 1 heure à température ambiante (RT), 

ont été rincés 3 fois, puis ont été incubés 1 heure RT en présence de l’anticorps monoclonal de 

souris anti-Aß (BAM-10, Thermo Scientific, Rockford, USA) (1/200), rincés 3 fois, puis ont été 

incubés 30 minutes à température ambiante en présence de l’anticorps secondaire (goat anti-mouse 

IgG DyLight 594) (1/1000) ; les tissus ont ensuite subi une étape de démasquage des épitopes, induite 

par la chaleur (Heat-Induced Epitope Retrieval), puis incubés 24 heures à +4°C en présence de 

l’anticorps polyclonal de lapin anti-CD31 (1/50) (Abcam ab28364), rincés 3 fois, incubés 2 heures à 

température ambiante en présence de l’anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647) 

(1/200), rincés 3 fois, puis incubés 3 minutes en présence de DAPI (1/1000) et enfin montés grâce à 

de l’Immunomount medium. Pour le marquage anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) et anti-ionized 

calcium-binding adaptor molecule 1 (Iba1), la saturation a été réalisée pendant 1 heure à température 

ambiante par PBS-BSA 5%-Tween 0,5%, puis les tissus ont été incubés 24 heures à +4° avec un 

anticorps polyclonal de lapin anti-Iba1 (Wako, Osaka, Japan) (1/200), 30 minutes à température 

ambiante en présence de l’anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 594) (1/1000), 1 

heure à température ambiante en présence de l’anticorps anti-GFAP conjugué (Alexa Fluor 488 

mouse anti-GFAP, BD Pharmingen) (1/200), rincés de la même manière 3 fois entre chaque étape, 

incubés 3 minutes en présence de DAPI (1/1000) et montés. 

3.6. Méthode d’analyse 

Pour chaque souris, une lame provenant de la région antérieure et une lame provenant de la région 

hippocampique ont été étudiées. Concernant l’immunohistochimie, deux images au niveau du cortex 

frontal et quatre images au niveau de l’hippocampe ont été enregistrées à un grossissement x10, 

selon des paramètres d’acquisition (gain, temps de pause) constants, sur un microscope à 

épifluorescence. La quantification des évènements a ensuité été réalisée, grâce au logiciel Fiji, par 

binarisation du signal puis par mesure du pourcentage de l’aire marquée par l’anticorps (Aß, CD31, 

GFAP ou Iba1) par rapport à l’aire totale de l’image ; concernant les colorations histologiques, les 

deux lames par souris ont été observées dans leur totalité en microscopie optique en lumière 

blanche et les évènements comptabilisés de façon non automatisée. 

 

4. Analyses Statistiques 
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La plupart des analyses statistiques ont été faites avec le logiciel R. Les analyses statistiques des 

données histologiques ont été faites avec Graphpad Prism. Les tests utilisés étaient non-

paramétriques, bilatéraux, au seuil α=0,05, à l’exception des tests post-hoc, unilatéraux. Les 

corrélations ont été faites en utilisant le Tau-b de Kandall. La correction de Bonferroni pour 

comparaisons multiples a été utilisée pour la significativité des MAST-Index. Les courbes ROC 

(Receiver operating characteristic) ont été utilisées pour estimer la sensibilité et la spécificité des 

marqueurs et définir les seuils optimaux pour un maximum de précision (moyenne de la sensibilité et 

de la spécificité). Nous avons choisi de limiter notre analyse des MAST-Index à une analyse univariée 

pour éviter de sélectionner des modèles où un grand nombre de variables permettent d’adapter 

artificiellement le modèle aux valeurs expérimentales. Concernant les analyses par régressions 

logistiques, nous avons choisi de ne pas réaliser d’analyse univariée pour éviter les biais liées à des 

comparaisons multiples. Les variables des modèles de régression logistique multivariée ont été 

sélectionnées par approche par étapes (régression pas à pas). Les critères pour retenir une variable 

dans le modèle étaient que toutes les variables soient significativement associées au risque 

d’appartenir au groupe des « cas » (testé par le test de Wald, avec p<0.05) et que l’introduction de 

cette variable donne une augmentation significative de la variance expliquée par le modèle contre le 

modèle à k-1 variable (testé par le Likelihood Ratio Test ; p<0.05). Les Variance Inflation Factors 

(VIFs) ont été calculés dans chaque modèle final pour s’assurer de l’absence de colinéarité entre 

variables. Pour rappel, un VIF de 1 est obtenu en absence de colinéarité, tandis qu’un VIF > 5 signale 

une grande colinéarité.  
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I. Partie méthodologique : Mise au point d’une méthode d’analyse des anticorps anti-Aβ 

 

1.1. Préparations de différentes formes agrégées d’Aβ 

Quatre préparations de peptide Aβ ont été utilisées pour les expériences présentées dans la suite du 

manuscrit : de l’Aβ1-42 soluble (s-42), de l’Aβ1-42 fibrillaire (f-42), de l’Aβ1-40 soluble (s-40), et de l’Aβ1-

40 fibrillaire (f-40). Nous avons contrôlé l’absence ou la présence de structures fibrillaires amyloïdes 

dans ces préparations par deux méthodes : la cryo-microscopie électronique à transmission 

(cryoTEM) et la fluorescence de la Thioflavine T (ThT).  

L’absence ou la présence de structures fibrillaires dans les préparations d’Aβ1-42 soluble et fibrillaire 

ont d’abord été évaluées par cryoTEM. La cryoTEM utilise une technique de vitrification instantanée 

d’un échantillon en solution, qui permet de préserver des structures qui pourraient être modifiées au 

cours du dépôt sur support solide lors de la TEM conventionnelle. Seules de rares structures 

punctiformes ont pu être observées par cryoTEM dans la préparation d’Aβ1-42 soluble (Figure 6.A-

B). Au contraire, de nombreuses structures filamenteuses ont été observées dans la préparation 

d’Aβ1-42 fibrillaire, compatibles avec des fibrilles amyloïdes (Figure 6.C-D). 

L’abondance relative en structures amyloïdes dans les préparations d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 solubles et 

fibrillaires, a ensuite été contrôlée par fluorescence de la Thioflavine. A l’instar du rouge Congo, les 

thioflavines sont des colorants qui présentent des propriétés particulières lorsqu’elles se lient à de 

l’amyloïde. Lorsqu’elle est liée à de la substance amyloïde, la ThT émet une fluorescence à 485 nm, 

pour une longueur d’onde d’excitation à 450 nm. Cette méthode nous a permis de contrôler la 

cinétique de fibrillation des préparations d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 fibrillaires (Figure 7.A). Comme il est 

décrit dans la littérature, l’Aβ1-42 s’agrège en fibrilles rapidement, en environ 48h dans nos conditions 

expérimentales, tandis que la cinétique de formation des fibrilles d’Aβ1-40 est beaucoup plus lente 

(environ 5 jours), et variable entre aliquots. La cinétique de formation des fibrilles d’Aβ1-42 était un 

obstacle à l’obtention de plaques ELISA sensibilisées avec de l’Aβ non fibrillaire, car il n’était pas 

exclu que l’Aβ1-42 ne s’agrège durant l’étape de coating. Des ions Cu2+ ont été ajoutés aux 

préparations d’Aβ soluble afin d’éviter la formation de fibrilles (Matheou et al., 2015). En effet, à 

partir de 1 équivalent de Cu2+, la formation de fibrilles est inhibée (Figure 7.B). De façon 

intéressante, l’addition de Cu2+ est capable de dissocier des fibrilles préformées (Figure 7.C). La 

fluorescence relative de la ThT pour les 4 préparations antigéniques est présentée en Figure 7.D. La 

préparation d’Aβ1-40 présente la même réactivité, faible, à la ThT que la préparation d’Aβ1-42, qui ne 

contient pas de structures fibrillaires observables par cryoTEM. En revanche, les deux préparations 

fibrillaires montrent des intensités de fluorescences élevées en présence de ThT. 
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Figure 6. Caractérisation des préparations de peptide Aβ1-42 par cryoTEM. A-B: Préparation 

d’Aβ
1-42

 soluble (barres d’échelle : 100 nm), De rares structures ponctiformes ont été observées 

dans la préparation (B, flèches). C-D: Préparation d’Aβ
1-42

 fibrillaire (barres d’échelle : 100 nm (C) 

et 50 nm (D)). De très nombreuses structures fibrillaires ont été observées dans la préparation. 

A B 

C D 
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Figure 7. Caractérisation des préparations de peptide Aβ1-40 et Aβ1-42 par fluorescence de la 

Thioflavine T (ThT). A. Cinétique d’apparition de la fluorescence de la ThT à 485 nm pour les 

préparation d’Aβ1-42 dans une solution d’HCl 0.01 N (courbe noire) et pour l’Aβ1-40 dans un 

tampon HEPES 30mM, NaCl 160 mM, pH 7.4, exprimé en % du signal maximum de chaque peptide 

(moyenne ± écart-type sur 3 expériences indépendantes). B. Cinétique d’apparition de la 

fluorescence de la ThT à 485 nm pour la préparation d’Aβ1-40 en présence de concentrations 

croissantes de Cu2+ (moyenne ± écart-type sur 3 expériences indépendantes). C. Cinétique de 

diminution de la fluorescence de la ThT à 485 nm pour la préparation fibrillaire d’Aβ1-42 en absence 

(courbe noire) et en présence (courbe grise) de Cu2+ (1 éq. ; moyenne ± écart-type sur 3 

expériences indépendantes). D. Fluorescence de la ThT dans les préparations d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 

soluble et fibrillaire rapportée à la fluorescence des préparations d’Aβ1-40 soluble. (moyenne ± 

écart-type sur 3 expériences indépendantes).  
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1.2. Importance du pré-traitement en phase acide pour la détection des anticorps anti-

Aβ circulants par ELISA 

 

Les préparations antigéniques décrites au paragraphe précédent ont été utilisées comme antigène 

immobilisé pour la détection des anticorps anti-Aβ sériques par ELISA. Plusieurs études (Li et al., 

2007 ; Gustaw-Rothenberg et al., 2010 ; Britschgi et al., 2009) ont souligné l’importance de 

démasquer les anticorps anti-Aβ circulant sous forme complexée par un prétraitement en phase 

acide. Le pH et le temps de dissociation optimaux dans nos conditions expérimentales était une 

dissociation des échantillons durant 40 minutes à pH 3.0. Ces conditions permettaient d’obtenir le 

meilleur compromis entre signal total obtenu sur des puits coatés par l’Aβ, et le signal non spécifique 

obtenu sur des puits non coatés (Figure 8.A-B).  

Nous avons comparé les signaux obtenus pour un même échantillon de sérum avec ou sans 

dissociation ou neutralisation (Figure 8.C). Un sérum dissocié, neutralisé et incubé immédiatement 

en présence d’Aβ immobilisé en phase solide donne un signal mesuré important. En revanche, un 

sérum non dissocié, donc laissé à pH 7.4, donne un signal très proche du bruit de fond. De même, un 

sérum dissocié mais non neutralisé, donc laissé à pH 3.0, ne donne qu’un signal très faible, indiquant 

que la liaison antigène-anticorps ne peut se faire qu’à pH physiologique, mais qu’une étape en phase 

acide est nécessaire à leur détection. De façon intéressante, le même échantillon dissocié, puis 

neutralisé, mais laissé 24h avant d’être incubé en présence d’Aβ immobilisé en phase solide, ne 

donnait qu’un signal faible, indiquant que le démasquage est temporaire et réversible, et ne résulte 

pas d’une création artéfactuelle de reconnaissance antigénique à la suite de l’incubation en pH acide.  

Nous avons confirmé l’importance de l’étape de dissociation pour la détection des anticorps anti-Aβ 

circulants par une autre méthode que l’ELISA, en utilisant la Résonance Plasmonique de Surface 

(SPR). Comme observée par ELISA, la fixation d’un ligand sérique sur l’Aβ immobilisé était plus faible 

sans dissociation (13 Response Unit (RU)) qu’après dissociation pendant 20, 40 ou 60 min (47, 52, et 

33 RU, respectivement). Le temps optimal de dissociation était 40 min, comme déterminé par ELISA 

(Figure 8.D). 

L’étude des courbes de dilution d’échantillons de sérums humains passés avec ou sans dissociation 

préalable montre qu’une part importante des IgG et des IgM réactives vis-à-vis de l’Aβ circulent sous 

forme complexée (Figure 8.E-F). De façon intéressante, nous avons observé le même phénomène  

en étudiant les auto-anticorps réactifs vis-à-vis d’un autre antigène : les IgG et les IgM anti-actine 

(Figure 8.G-H). Le fait que certains auto-anticorps circulent sous forme complexé n’est donc pas 

restreint aux anticorps anti-Aβ.  
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Figure 8. Effet du protocole de prétraitement en milieu acide / neutralisation sur la liaison des 

anticorps sériques humains au peptide Aβ par ELISA indirect. A. Liaison des IgG à l’Aβ (courbe 

noire) ou aux puits non-coatés (courbe grise ; signal non spécifique) après 40 min de dissociation à 

différents pH (moyenne ± écart-type pour un sérum représentatif passé au 1:100 en triplicats ; 

n=8). B. Liaison des IgG à l’Aβ (courbe noire) ou aux puits non-coatés (courbe grise ; signal non 

spécifique) après dissociation à pH 3.0 pour différents temps (moyenne ± écart-type pour un 

sérum représentatif passé au 1:100 en triplicats ; n=8). C. Signal spécifique (différence de signal 

obtenu entre le puits coaté par l’Aβ et le blanc) pour un sérum représentatif passé au 1:100 en 

triplicats dans différentes conditions de dissociation et de neutralisation (n=3). D. Sensogramme 

obtenu sur Aβ par Résonance Plasmonique de Surface avec du tampon (rose) ou un sérum passé 

au 1:100 dans différentes conditions de dissociation (vert : sans dissociation ; bleu : 20 min ; rouge 

40 min ; violet : 60 min). E-H. Courbes de dilution d’un sérum humain (dissocié : courbe pleine ; 

non dissocié : tirets) obtenu en révélant les IgG (E) et IgM (F) anti-Aβ et les IgG (G) et IgM (H) 

anti-actine. 

A B C 

D E F 

H G 

D
O

 

D
O

 

D
O

 

Dissociation 
Neutralisation 
Réassociation 

- 
- 
- 

+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

D
O

 

D
O

 

D
O

 

D
O

 
Log

10
(dilution) 

Log
10

(dilution) 

Log
10

(dilutionLog
10

(dilution) 

Temps (min) pH 

IgG anti-Aβ IgM anti-Aβ 

IgM anti-actine IgG anti-actine 

Temps (sec) 

R
e
sp

o
n
se

 U
n
it
s 

(U
A

) 



112 

 

  



113 

 

1.3. Modélisation des courbes de dilution  

 

1.3.1. Modèle sigmoïde et propriétés des anticorps 

Afin d’améliorer l’étude de la variabilité des anticorps anti-Aβ sériques, nous avons modélisé les 

courbes de dilutions obtenues par ELISA.  Le signal obtenu par l’épreuve de dilution de l’échantillon 

dissocié et neutralisé par ELISA a une allure sigmoïde en coordonnées semi-logarithmiques, lorsque 

l’on représente le logarithme du facteur de dilution en abscisse, et la DO en ordonnées (Figure 

9.A).  

Une courbe sigmoïde symétrique dans un repère orthonormé est caractérisée par l’ordonnée des 

deux asymptotes, ainsi que par les valeurs de l’abscisse et de la pente de la courbe au point 

d’inflexion. Dans le cas présent, l’asymptote de gauche correspond au plafonnement du signal obtenu 

en excès d’anticorps, donc à faible dilution (Maximum ou Max). Lorsque la courbe sigmoïde est 

symétrique, l’ordonnée du point d’inflexion est à Max/2, tandis que l’abscisse du point d’inflexion est 

une définition possible du Titre (« concentration ou dilution pour laquelle on obtient la moitié du 

signal maximal »). Une dernière caractéristique de la courbe est la Pente de la tangente à la courbe au 

point d’inflexion, ce qui correspond mathématiquement à la valeur de la dérivée de la courbe au 

point d’inflexion. 

De nombreux modèles d’équations décrivent des courbes sigmoïdes symétriques. De façon 

arbitraire, nous nous sommes intéressés au modèle suivant :  

𝑫𝑶 𝒔𝒑é𝒄𝒊𝒇𝒊𝒒𝒖𝒆 =
𝒂

𝟏 + 𝒃. 𝒆−𝒄.𝒙
+ 𝒅 

Ce modèle, qui comprend une exponentielle, présente 4 constantes (a, b, c, d). Ces 4 constantes ne 

sont pas toutes directement équivalentes à la valeur des 4 paramètres qui permettent intuitivement 

de décrire la sigmoïde (Maximum, Minimum, Titre et Pente), mais elles le sont indirectement (Tableau 

I). De la même façon, les paramètres de la sigmoïde sont dépendants, de façon complexes, des 

propriétés de l’isotype d’anticorps révélé par la technique : la concentration en anticorps ; la 

constante apparente d’association (K’A App), qui reflète l’avidité moyenne des anticorps présents dans 

l’échantillon ; le nombre d’épitopes distincts susceptibles d’être reconnus par les anticorps présents 

dans l’échantillon (diversité de reconnaissance). D’après Orosz et al., 2002, la constante apparente 

d’association (K’A App, ou Avidité) peut être évaluée par une méthode de linéarisation de la courbe 

sigmoïde (Figure 9.B), correspondant à la fonction suivante : 
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𝟏

𝟏 −
𝑫𝑶
𝒂

= 𝑲′𝑨𝑨𝒑𝒑 ×
𝒂 × 𝟏𝟎−𝒙

𝑫𝑶
+ 𝒅 

Le Titre dépend de la Concentration, mais aussi de l’Avidité et donc de diverses conditions 

expérimentales susceptibles de faire varier l’affinité de telle ou telle espèce monoclonale vis-à-vis de 

telle ou telle forme antigénique (température, force ionique, pH,…). Dans nos conditions 

expérimentales, l’asymptote de droite (d) correspond à la perte de signal à forte dilution, donc quand 

la concentration en anticorps est nulle et que le signal spécifique théorique (différence de signal 

obtenu entre un puits coaté par l’Aβ et un puits non coaté) tend vers 0, donc d=0. Quant au 

Maximum, il correspond au signal obtenu en excès d’anticorps (Figure 9.C), et sa valeur (en DO) 

varie en fonction du temps de révélation, du nombre de sites de liaison coatés et reconnus par les 

anticorps présents dans l’échantillon (Figure 9.D). Dans des conditions d’excès d’anticorps, il existe 

une compétition entre des espèces monoclonales d’affinités et de concentrations différentes, révélées 

ou non par l’anticorps anti-isotype conjugué. La valeur du signal (en DO), dépend donc également de 

ces phénomènes de compétition, et donc indirectement de la concentration et de l’avidité globale 

des espèces révélées ou non. 

 

 

Tableau I. Correspondance entre constantes de l’équation, caractéristiques de la sigmoïde, et 

propriétés des anticorps. 

Caractéristiques de la sigmoïde Définition mathématique Dépend de 

  Minimum   d(=0)   bruit de fond 

  Maximum   a   coating 

  diversité de 

reconnaissance 

  concentrations et avidités  

    relatives des isotypes  

    révélés et non révélés 

  Titre   ln(b)/c   concentration 

  avidité 

  Pente   -a.c/4   - 

 (Avidité apparente)   (obtenue après linéarisation)  
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Figure 9. Détermination des paramètres de la courbe de dilution des anticorps anti-Aβ sériques 

par modélisation de la sigmoïde et procédure de linéarisation. A. Courbe de dilution obtenue à 

partir d’un sérum humain après dissociation en milieu acide des complexes immuns circulants et 

neutralisation, incubé sur une plaque sensibilisée à l’Aβ1-42 soluble et révélée avec un anticorps anti-

IgG. Les points sont les valeurs expérimentales. La courbe pleine est la modélisation sigmoïde, qui 

permet la détermination: i) du Maximum, qui correspond au plateau théorique du sérum non dilué. 

; ii) du Titre, qui correspond à la valeur de la dilution au point d’inflexion (soit le Maximum/2) ; iii) la 

Pente au point d’inflexion. B. Procédure de linéarisation des mêmes points expérimentaux, suivant 

Orosz et al., 2002 pour la détermination de la constant apparente d’avidité (K’A
App

). C. En excès 

d’anticorps, ici BAM-10, le signal atteint un plateau car tous les sites de liaison sont saturés. D. La 

hauteur de ce plateau dépend, entre autres, de la quantité d’antigène coaté sur la plaque. 
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1.3.2. Comparaison de deux modèles sigmoïdes 

En plus du modèle d’équation sigmoïde symétrique décrit au point précédent, nous nous sommes 

intéressés à un modèle de sigmoïde avec une constante supplémentaire traduisant un coefficient 

d’asymétrie de la courbe sigmoïde, correspondant à l’équation suivante : 

𝑫𝑶 𝒔𝒑é𝒄𝒊𝒇𝒊𝒒𝒖𝒆 =
𝒂

(𝟏 + 𝒃. 𝒆−𝒄.𝒙)𝒆
+ 𝒅 

Les R² et le nombre de points exclus par les deux modèles sigmoïdes appliqués aux courbes de 

dilutions obtenues avec l’anticorps monoclonal anti-Aβ BAM-10 (n=18), et avec des sérums humains 

(n=30) ont été comparés. Concernant BAM-10, les deux modèles ont montré d’excellentes 

performances (R²=0,949 et R²=0,985, respectivement pour les modèles à 4 et 5 paramètres ; p 

<0,0001 ; test de Mann & Whitney). Cette différence était toujours en faveur du modèle à 5 

paramètres en excluant les valeurs aberrantes, c’est-à-dire les points expérimentaux déviant de plus 

de 2 sd par rapport au modèle. La comparaison des deux modèles est illustrée en Figure 10.A-B. 

Concernant les échantillons de sérum humain, illustrés en Figure 10.C-D, la comparaison des deux 

modèles a également montré des performances favorables au modèle à 5 paramètres, mais très 

ténues (R²=0,990 et R²=0,996, respectivement pour les modèles à 4 et 5 paramètres ; p-val. 

<0,0001 ; test de Mann & Whitney). Après élimination des valeurs aberrantes, cette différence n’était 

plus significative (R²=0,997 et R²=0,997, respectivement pour les modèles à 4 et 5 paramètres ; p-val. 

=0,17 ; test de Mann & Whitney).  

Il est attendu que le modèle à 5 paramètres, qui possède un degré de liberté supplémentaire, 

présente des performances supérieures qui se traduisent par de meilleurs R² et des valeurs 

modélisées plus proches des valeurs expérimentales, donc moins de valeurs aberrantes. Nous avons 

choisi de privilégier le modèle à 4 paramètres, plus parcimonieux, pour l’étude d’échantillons de 

sérum, car dans notre protocole qui autorise la suppression de valeurs aberrantes, ce modèle n’a pas 

montré de moins bonnes performances que le modèle à 5 paramètres, malgré le degré de liberté 

supplémentaire de ce dernier. 
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Figure 10. Comparaison de la modélisation du signal spécifique obtenu par un anticorps 

monoclonal anti-Aβ (BAM-10) avec le modèle sigmoïde à 4 paramètres (A) ou 5 paramètres (B). 

Comparaison de la modélisation du signal spécifique obtenu par un sérum humain représentatif 

avec le modèle sigmoïde à 4 paramètres (C) ou 5 paramètres (D). Les points biffés représentent 

les données expérimentales déviant de plus de 2 sd par rapport au modèle, et exclues de celui-ci. 

A 
B 

C D 
4 paramètres 5 paramètres 

5 paramètres 4 paramètres 
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2. Etude corrélative – Variations physiologiques et pathologiques des anticorps anti-Aβ 

sériques  

 

Dans les points 2.1, 2.2., et 2.3, nous présentons les résultats d’études pilotes réalisées sur des 

effectifs relativement faibles d’animaux. Il s’agit de résultats préliminaires à une publication future sur 

les anticorps anti-Aβ naturels chez la souris. 

 

2.1. Anticorps naturels anti-Aβ chez la souris et développement en fonction de l’âge 

A notre connaissance, l’existence d’anticorps naturels anti-Aβ chez la souris n’a pas été décrite. 

Nous avons recherché la présence d’IgG anti-Aβ1-40 murin par ELISA avec prétraitement en milieu 

acide chez des souris sauvages de différents fonds génétiques âgées de 3 mois : C57BL/6 (n=4) ; SJL 

(n=4) ; Balb/c (n=3) ; CBA (n=3) et DBA (n=3). Après dissociation du sérum en milieu acide, un 

signal était détectable dans tous les échantillons testés (Figure 11.A). Bien que les effectifs soient 

faibles, ces résultats suggèrent que le taux d’anticorps naturels anti-Aβ diffèrent selon le fond 

génétique. 

De façon intéressante, des résultats préliminaires obtenus chez des souris CD3 KO semble indiquer 

que le développement des IgG anti-Aβ1-40 spontanément présents chez la souris nécessite la présence 

de lymphocyte T, et donc vraisemblablement d’une coopération T-B pour réaliser la commutation 

isotypique (Figure 11.B). 

Nous avons ensuite cherché à analyser l’évolution des anticorps anti-Aβ en fonction de l’âge des 

souris. Nous avons mesuré le signal des IgG, IgA, et IgM anti-Aβ1-40 provenant de sérums ; tous 

testés dilués au 1:100, de souris C57BL/6 âgées de 1.5 à 17 mois (n=46). Il existait une corrélation 

positive entre l’âge des souris et le signal obtenu pour les IgG (Figure 11.C) et les IgM anti-Aβ1-40 

(Figure 11.D). Les IgA n’ont pas donné de signal différent du bruit de fond, à l’exception d’un animal 

(Figure 11.E). Pour compléter ces tests réalisés à la seule dilution de 1:100, nous avons comparé 

l’évolution des courbes de dilutions des IgG et IgM anti-Aβ1-40 et anti-actine en fonction de l’âge, chez 

des souris sauvages âgées de 3, 6 et 15 mois (n=4, 6, et 7, respectivement ; Figure 11.F-I). Il faut 

d’abord reconnaître la grande variabilité inter-individuelle de ces anticorps, chez des souris de même 

fonds génétique et hébergés dans des conditions identiques. Ensuite, il existe bien une tendance chez 

les animaux, statistiquement significative à 15 mois, à présenter un plus fort signal des IgG et IgM 

anti-Aβ1-40 et anti-actine, allant dans le sens d’une augmentation de la production de ces auto-

anticorps avec l’âge. 
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2.2. Développement des anticorps anti-Aβ en fonction de l’âge chez l’humain 

 

Peu de résultats existent chez l’humain concernant le développement des anticorps anti-Aβ en 

fonction de l’âge. Nous avons comparé les courbes de dilutions des anticorps anti-Aβ1-40 soluble 

entre 3 groupes de sujets de différents âges sans manifestations de pathologie liées à l’Aβ pour 

lesquelles avaient été prescrits des sérologies vaccinales : des jeunes enfants âgés de 14 mois à 4 ans 

(n=8 ; 14, 16, 19, 24, 24, 34 mois, 4, et 5 ans), des enfants ou adolescents âgés de 9 à 15 ans (n=7 ; 9, 

9, 10, 11, 12, 15, et 15 ans), et des adultes âgés de 45 à 82 ans (n=5 ; de 45, 47, 53, 55, 82 ans) 

(Figure 12.A-F). Le profil d’évolution sérologique était très similaire aux résultats obtenus chez la 

souris, avec : i) une grande variabilité interindividuelle ; ii) l’existence d’anticorps réactifs vis-à-vis de 

l’Aβ dès le plus jeune âge, de différents isotypes (IgG, dont IgG1, IgG3, et IgG4, IgA, et IgM) et iii) une 

tendance au développement d’une diversité de reconnaissance de l’Aβ avec l’âge. De façon 

intéressante, seules les IgA anti-Aβ semblent continuer à se développer à l’âge adulte. A la différence 

des IgG1, IgG3 et IgM, c’est l’isotype dont les concentrations chez l’adute sont atteintes le plus 

tardivement. 

L’existence d’anticorps anti-Aβ dès l’enfance est particulièrement intéressant, car les maladies liées à 

aux dépôts d’Aβ, qu’il s’agisse de la MA ou de l’AAC, sont des pathologies du sujet âgé. Même si 

l’existence des dépôts précède de plusieurs années les symptômes de la maladie, on peut considérer 

qu’il n’existe virtuellement aucun dépôt d’Aβ parenchymateux ou vasculaire chez l’enfant (en tout cas 

en absence de duplication du gène de l’APP). Par conséquent, ce n’est vraisemblablement pas 

l’existence de tels dépôts qui génère la présence d’anticorps circulants réactifs contre l’Aβ. 

 

 

  

Figure 11. Anticorps naturels anti-Aβ chez la souris. A. DO obtenue par ELISA en révélant les IgG 

anti-Aβ sur des sérums au 1:100 de souris âgées de 3 mois, pour différents fonds génétiques. B. 

Comparaison des DO obtenues par ELISA en révélant les IgG anti-Aβ sur des sérums au 1:100 de 

souris sauvages ou CD3 KO âgées de 5 mois. C-E. DO obtenue par ELISA en révélant les IgG (C), les 

IgM (D) et les IgA (E) anti-Aβ sur des sérums au 1:100 de souris sauvages C57BL/6 de différents âges. 

F-G. Courbes de dilutions des IgG (F,H) et IgM (G,I) anti-Aβ (F,G) et anti-actine (H,I) chez des souris 

C57BL/6 sauvages âges de 3, 6 et 15 mois (n=4, 6, et 7, respectivement). 
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Figure 12. Variation des anticorps anti-Aβ40 sériques humains en fonction de l’âge pour différents 

isotypes (IgG, IgG1, IgG3, IgG4, IgA, et IgM, respectivement de A à F). Les trois courbes 

représentent différents groupes d’âges. Courbe noire : adultes dans pathologie liée à l’Aβ (n=5 ; de 

45 à 82 ans) ; Courbe grise : enfants et adolescents (n=8 ; de 5 à 15 ans) ; Courbe blanche : jeunes 

enfants (n=7 ; de 14 mois à 4 ans). 
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2.3. Anticorps anti-Aβ dans des modèles murins de Maladie d’Alzheimer et 

d’Angiopathie Amyloïde Cérébrale 

 

 

Nous avons fait l’hypothèse que la présence de dépôts Aβ, en particulier vasculaires, puisse moduler 

les caractéristiques des anticorps anti-Aβ sériques. Nous avons comparé les anticorps anti-Aβ dans 

deux modèles murins transgéniques exprimant une APP humaine mutée : le modèle APP-PS1 et le 

modèle APP23. Les deux modèles expriment une APP humaine avec la double mutation suédoise 

(K670N/M671L), localisée hors de la séquence codant l’Aβ, et synthétisent donc tous les deux un Aβ 

humain non muté. Ce seul transgène est exprimé sous le promoteur neuronal Thy-1 dans le modèle 

APP23, il entraine la production prédominante d’Aβ1-40 et occasionne des plaques séniles et des 

dépôts vasculaires. Dans le modèle APP-PS1, un transgène supplémentaire est introduit, codant la 

préséniline 1 portant la mutation L166P, il entraine la production prédominante d’Aβ1-42 et les dépôts 

y sont essentiellement parenchymateux (Sturchler-Pierrat et al., 1997 ; Radde et al., 2006). 

Nous avons comparé les anticorps anti-Aβ présents spontanément à 15 mois dans ces deux modèles, 

comparativement aux souris de même fonds génétique (C57BL/6) présentant un APP murin sauvage. 

Précisons qu’il existe seulement 3 acides aminés de différence entre l’Aβ murin et l’Aβ humain, et il 

existe une importante réactivité croisée selon qu’on utilise de l’Aβ murin ou humain comme antigène 

pour détecter les anticorps anti-Aβ chez la souris (Figure 13.A). 

La reconnaissance de l’Aβ par des IgG (Figure 13.B) et des IgM  (Figure 13.C) était 

significativement plus importante avec les sérums des souris APP-PS1 qu’avec ceux des souris 

sauvages et des souris APP23. Les souris APP23 présentaient quant à elles une tendance à une 

moindre reconnaissance de l’Aβ comparativement aux souris sauvages. Nous avons obtenu des 

résultats similaires concernant les anticorps anti-actine (Figure 13.D-E), indiquant que cette 

différence entre modèles n’est vraisemblablement pas due à une réponse immune restreinte à 

l’antigène présent dans les dépôts. 
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2.4. Corrélation entre profil sérologique et phénotype clinique de l’angiopathie amyloïde 

cérébrale chez l’homme : cohorte AACAb 

 

2.4.1. Patients, données démographiques et radiologiques 

L’étude a recruté 105 participants : 41 sujets âgés contrôles sans signes cliniques ou radiologiques 

d’AAC , 46 sujets présentant des manifestations hémorragiques d’AAC (AAC-he), et 18 sujets 

présentant des manifestations inflammatoires (AAC-ri). Huit sujets du groupe AAC-he présentaient 

une cSS sans hémorragie intra-cérébrale, et présentaient les symptômes suivants : déclin cognitif isolé 

(n=3) ; auras amyloïdes (n=4, dont 2 avec hémorragie sous-arachnoïdienne aiguë) ; asymptomatique 

(n=1). Les âges médians (min-max) étaient de 72 ans (55–89), 79 ans (59–90), et 75 ans (64–87) dans 

les groupes contrôle, AAC-he et AAC-ri, respectivement. Les proportions Homme/Femme étaient 

23/18, 25/21, et 8/10 dans les groupes contrôle, AAC-he et AAC-ri, respectivement. Les principales 

caractéristiques cliniques et d’imagerie chez les patients présentant une AAC-he ou une AAC-ri sont 

présentés dans le Tableau II.  

 

 

Tableau II. Caratéristiques cliniques et radiologiques des patients présentant une angiopathie 

amyloïde cérébrale dans la cohorte AACAb. 

 

AAC-ri (n=18) N  

  Début < 1 mois 8 

  Symptômes:  Déclin cognitif 17 

                      Déficit neurologique focal 11 

                      Epilepsie 6 

                      Céphalée 5 

  Diagnostic histologique 2 

  IRM            Hypersignaux asymétriques de la substance blanche avec atteinte des fibres en U 17 

                    Prise de contraste méningée au Gadolinium (n=14 IRM avec Gadolinium) 6 

  Traitement   Corticothérapie seule 9 

                     Corticothérapie + Cyclophosphamide 6 

                     Aucun* 3 

  Réponse (n=17)**    Amélioration clinique et radiologique 14 

                                Amélioration radiologique isolée 3 

AAC-he (n=46)  

  IRM     Microsaignements lobaires 45 

             Score de cSS (0-1-2-3-4) 13/15/6/7/5 

             Score Fazekas (1-2-3) 9/21/16 

  Critères de Boston modifiés (AAC certaine/probable) 3/43 

Abréviations: AAC, angiopathie amyloïde cérébrale (AAC). AAC-he, formes hémorragiques d’AAC. AAC-ri, 

forms inflammatoires d’AAC. cSS, sidérose corticale superficielle. *tous avec amelioration radiologique et 

clinique. **Un patient perdu de vue. 
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2.4.2. Reproductibilité et contrôles de qualités internes de l’ELISA multiparamétrique 

 

La qualité de la modélisation des points expérimentaux par le modèle sigmoïde à 4 paramètres a été 

évaluée par le R² moyen. Toute modélisation donnant un R < 0.9 était systématiquement rejetée. Le 

taux de rejet global, par antigène et par isotype et présenté de la Tableau III. La reproductibilité de 

la détermination des paramètres de la courbe de dilution était évaluée. Tout paramètre du contrôle 

interne s’écartant de plus de 2.5 sd de la valeur moyenne attendue entrainait un rejet des résultats 

des échantillons de la même expérience pour l’isotype considéré. 

De façon générale, les R² montraient une très bonne modélisation des données expérimentales par la 

sigmoïde à 4 paramètres (R² moyen = 0.97 ; par antigène [max – min] : [0.97 – 0.98] ; par isotype 

[max – min] : [0.95 – 0.99]). La plupart des paramètres de courbe présentaient un CV < 15%, 

toujours <20%, pour les 4 paramètres considérés de façon globale (CV moyen à 16%, 7%, 16%, et 

12%, pour les Maximum, Titre, Pente et Avidité, respectivement), ou considéré par antigène ou par 

isotype. Ces valeurs de CV sont tout à fait acceptables pour un protocole manuel avec de 

nombreuses étapes. 

 

Tableau III. R² et Coefficients de Variation (CV) moyens des contrôles internes de 

l’ELISA multiparamétrique. Les R² moyens ont été obtenus à partir des courbes de dilutions des 

patients, des contrôles internes, et des étalons internes (n=2160, 540, et 360 respectivement pour 

les données globales, par antigène, et par isotype). Les CV moyens ont été obtenus pour les 

paramètres des courbes de dilution du contrôle interne (n=360, 90, et 60 respectivement pour les 

données globales, par antigène, et par isotype).  

Variable (CV moyen) R² moyen Maximum Titre Pente K'A App 

Global 0,97 16% 7% 16% 12% 

Aβ1-40 soluble 0,98 18% 8% 16% 9% 

Aβ1-42 soluble 0,98 15% 6% 12% 9% 

Aβ1-40 fibrillaire 0,97 18% 9% 17% 15% 

Aβ1-42 fibrillaire 0,97 15% 7% 19% 14% 

IgG 0,99 13% 5% 14% 8% 

IgA 0,98 17% 8% 17% 13% 

IgM 0,99 17% 7% 17% 15% 

IgG1 0,98 16% 6% 13% 11% 

IgG3 0,96 19% 8% 18% 12% 

IgG4 0,95 16% 13% 19% 10% 
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2.4.3. Corrélations entre les différents paramètres de l’ELISA multiparamétrique 

 

Une analyse des corrélations a été réalisée chez le 32 premiers sujets de la cohorte AACAb : 12 

sujets contrôles, 11 sujets AAC-he et 8 sujets AAC-ri. La matrice des corrélations est présentée en 

Figure 14.A. De nombreuses corrélations positives ou négatives, entre les différents paramètres 

sérologiques des anticorps anti-Aβ sont présentes, indiquant que ces variables ne sont pas 

indépendantes. Certaines corrélations sont récurrentes entre différents paramètres, isotypes, ou 

antigènes, et sont illustrées dans les Figures 14.B-G. Par exemple, les paramètres des IgG totales et 

des IgG1, tels que le titre, étaient bien corrélés, suggérant qu’une importante proportion des IgG 

anti-Aβ est constituée d’IgG1. Pour un antigène et un isotype donnés, le Titre et l’Avidité, et le Titre 

et la Pente étaient bien corrélés. De la même façon, pour un isotype donné, les Maximums étaient 

corrélés pour l’Aβ42 soluble, fibrillaire, et l’Aβ40 fibrillaire. 

  

Figure 14. Corrélations obtenues pour l’ELISA multiparamétrique sur une cohorte de 31 sujets (12 

sujets sains âgés ; 11 sujets AAC-he ; 8 sujets AAC-ri). A. Matrice des corrélations pour les 96 

paramètres de l’ELISA multiparamétrique. Seules les corrélations statistiquement significatives sont 

présentées (p-values du test Tau de Kendall < 0.05 ; les corrélations positives sont représentées en 

bleu, et les corrélations négatives sont représentées en rouge). B-G. Illustration des principales 

corrélations, entre les paramètres des IgG totales et des IgG1 (B) ; entre Titre et Avidité (C) et 

entre Titre et Pente (D) pour un même antigène et un même isotype ; entre Maximums pour un 

isotype donné et différents antigènes, principalement Aβ42 soluble, fibrillaire, et Aβ40 fibrillaire. 
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2.4.4. Profils sérologiques associés aux phénotypes cliniques de l’angiopathie amyloïde 

cérébrale 

 

2.4.4.1. Par analyse des MAST-Index 

 

Le principal objectif de l’étude de la cohorte AACAb était de corréler des phénotypes cliniques et 

sérologiques. Une première stratégie, présentée dans le Brevet en Annexe II, a utilisé un type de 

biomarqueur que nous avons appelé « MAST-Index », pour Maximum, Avidity, Steepness, et Titer, les 4 

paramètres des courbes de dilutions obtenues pour un antigène et un isotype donné. Pour ce type de 

biomarqueur, notre stratégie était d’exploiter un maximum de données pertinentes provenant d’une 

seule courbe de dilution. 

Pour combiner les valeurs numériques obtenues pour les 4 paramètres d’une courbe, nous avons fait 

le choix d’un modèle additif pondéré : 

𝑀𝐴𝑆𝑇 = 𝑎 × 𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑢𝑚 + 𝑏 × 𝐴𝑣𝑖𝑑𝑖𝑡é + 𝑐 × 𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 + 𝑑 × 𝑇𝑖𝑡𝑟𝑒 

La sélection des coefficients de pondération du modèle s’est faite en sélectionnant les coefficients du 

premier axe de l’Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée sur l’ensemble des données de 

la cohorte, en regroupant les données de Maximum, Avidité, Pente et Titre obtenues pour les 

différents antigènes et les différents isotypes. Cette méthode permet de choisir l’Index qui va 

traduire un maximum de variabilité de l’échantillon, sans que cette variabilité ne soit a priori orientée 

vers une meilleure discrimination des groupes cliniques. Précisons que nous avons d’abord réalisé des 

ACP par groupe clinique, par préparation antigénique, et par isotype afin de d’assurer de l’absence de 

différence dans les coefficients de l’ACP. 

𝑀𝐴𝑆𝑇 = 0.2316 × 𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑢𝑚 + 0.6894 × 𝐴𝑣𝑖𝑑𝑖𝑡é + 0.1413 × 𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 + 0.6717 × 𝑇𝑖𝑡𝑟𝑒 

Comme indiqué au §2.4.3., une corrélation partielle est attendue et retrouvée pour les différents 

paramètres d’une même courbe. Ces corrélations reflètent en partie ce qu’on s’attend à trouver lors 

d’une réponse immune potentielle : une augmentation concomitante du titre, de l’avidité, et du 

nombre d’épitopes reconnus. Ceci est indiqué dans le modèle de MAST-Index par le fait que tous les 

paramètres sont pondérés par un coefficient du même signe, indiquant une corrélation positive entre 

l’index issu de la première composante et les différents paramètres des courbes de dilution. Les 

coefficients de pondération étaient du même ordre de grandeur, variant de moins d’un facteur 5, 

indiquant que le MAST-Index n’est pas surdéterminé par une variable particulière. Enfin, le premier 
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axe de l’ACP permettait d’expliquer 80% de la variance globale de l’échantillon. Par conséquent, le 

MAST-Index traduit bien la variabilité globale des données. 

 

Les patients atteints de AAC-he (p-value <0.001) et de AAC-ri (p<0.001) présentaient des MAST-

Index des IgG3 anti-s40 plus élevés que les sujets contrôles (4.35 [4.10–4.44] et 4.46 [4.28–4.53] vs 

4.16 [4.01–4.26] ; Figure 15.A). Ces résultats étaient inchangés en séparant le groupe AAC-he en 

fonction du délai entre l’hémorragie et le prélèvement (p = 0.02 si prélèvement < 10 jours ; p = 

0.002 si prélèvement  ≥ 10 jours).  

Une analyse exploratoire post-hoc des paramètres des courbes de dilution des IgG3 anti-s40 a 

montré une élévation des maxima (p=0.02), des titres (p=0.002), et des constantes d’avidité 

apparente p=0.001) chez les patients atteints d’AAC comparativement aux sujets contrôles. Cela 

indique une plus grande diversité de reconnaissance antigénique, de plus grandes concentrations 

sériques et une plus grande avidité des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble dans l’AAC. Nous concluons qu’un 

développement des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble semble associé à l’AAC. 

Afin d’évaluer si cette différence est suffisante pour classer les sujets âgés avec ou sans AAC, nous 

avons analysé les MAST-Index des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble par régression logistique univariée. Une 

élévation du MAST-Index des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble était associée à un plus grand risque d’AAC 

 (p<0.001). Cette association demeurait vraie en considérant séparément les AAC-he et les AAC-ri 

(p=0.002, et p=0.003). Les performances diagnostiques du MAST-Index des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble 

ont été estimées par analyse des courbes ROC, avec une valeur seuil de 4.29 (Figure 15.B). La 

sensibilité de ce biomarqueur était de 75% [66%–83%], pour une spécificité de 72% [63%–80%], et un 

AUC de 0.77 [0.68–0.87]. Ce marqueur donnait des résultats similaires quel que soit le groupe 

clinique : pour les AAC-he: 75% Se [64%–84%]; 72% Sp [61%–81%]; pour les AAC-ri: 75% Se [63%–

84%]; 72% Sp [60%–82%]. Nous concluons que le développement d’une réponse sérique des IgG3 

anti-Aβ1–40  soluble peut être utilisé comme biomarqueur de l’AAC sporadique. 

 

Les patients atteints de AAC-he (p=0.002), mais pas de AAC-ri (p=0.31) présentaient des MAST-

Index des IgA anti-f40 plus élevés que les sujets contrôles (4.44 [4.05–4.57] et 4.18 [4.10–4.26], vs 

4.14 [3.88–4.44] ; Figure 15.C). Les patients du groupe AAC-he différaient significativement des 

AAC-ri (p=0.03). Il était possible que, à la suite de l’accident hémorragique, l’Aβ1–40 cérébral fibrillaire 

soit exposé au système immunitaire périphérique, et stimule une réponse humorale anti-Aβ1–40 

fibrillaire spécifiquement chez les patients AAC-he. Nous avons comparé les MAST-Index des IgA 

anti-Aβ1–40 fibrillaire chez les patients présentant une AAC-he prélevés moins de 10 jours après 

l’accident hémorragique, de ceux prélevés plus tardivement. Les deux sous-groupes ont montré une 

augmentation des MAST-Index des IgA anti-Aβ1–40 fibrillaire (p=0.008 < 10 jours, p=0.02 > 10 jours). 

Chez les AAC-he, les MAST-Index des IgA anti-Aβ1–40 fibrillaire ne corrélaient avec aucun marqueur 
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d’imagerie : ni le nombre de microsaignements lobaires, ni le score Fazekas, ni le score de 

multifocalité de la sidérose superficielle.  

Une analyse exploratoire post-hoc des paramètres des courbes de dilution des IgA anti-Aβ1–40 

fibrillaire a montré une élévation des titres (p=0.03), et des constantes d’avidité apparente (p=0.002) 

chez les patients atteints de AAC-he comparativement aux sujets contrôles. Cela indique de plus 

grandes concentrations sériques et une plus grande avidité des IgA anti-Aβ1–40  fibrillaire dans l’AAC 

hémorragique. Nous concluons à un développement des IgA anti-Aβ1–40  fibrillaire associé à l’AAC 

hémorragique, sans que cette réponse ne semble stimulée par une exposition des antigènes lors de 

l’accident hémorragique lui-même. 

Afin d’évaluer si cette différence est suffisante pour classer les sujets âgés avec ou sans AAC 

hémorragique, nous avons analysé les MAST-Index des IgA anti-Aβ1–40  fibrillaire par régression 

logistique univariée. Une élévation du MAST-Index des IgA anti-Aβ1–40 fibrillaire était associée à un 

plus grand risque d’AAC hémorragique comparativement aux sujets contrôles (p=0.003), et de façon 

tendancielle non significative (p=0.09) avec les sujets présentant une AAC-ri.  

Les performances diagnostiques du MAST-Index des IgA anti-Aβ1–40  fibrillaire ont été estimées par 

analyse des courbes ROC, avec une valeur seuil de 4.339  (Figure 15.D). La sensibilité de ce 

biomarqueur était de 67% [57–75] pour une spécificité de 65% [55%–73%], et un AUC de 0.67 

[0.55–0.78] pour discriminer les AAC hémorragiques des autres sujets. Ce marqueur donnait des 

résultats similaires quel que soit le groupe clinique vis-à-vis duquel on cherche à comparer les AAC-

he: vis-à-vis des sujets contrôles: 68% Se [57%–78%]; 65% Sp [53%–75%]; vis-à-vis des AAC-ri: 61% 

Se [47%–73%]; 64% Sp [51%–76%]. Nous concluons que le développement d’une réponse à IgA anti-

Aβ1–40  fibrillaire n’est pas à elle seule suffisante pour servir de biomarqueur à l’AAC hémorragique. 
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Figure 15. Profils sérologiques associés aux phénotypes cliniques dans l’angiopathie amyloïde 

cérébrale par analyse des MAST-Index. A. Augmentation du MAST-Index des IgG3 anti-Aβ1-40 

soluble dans l’AAC B. Courbes ROC associées au graphe A, comparant aux sujets âgés sains les 

patients atteints d’AAC (courbe pleine), d’AAC-he (tirets), et d’AAC-ri (pointillés). C. 

Augmentation du MAST-Index des IgA anti-Aβ1-40 fibrillaire dans l’AAC hémorragique. D. Courbes 

ROC associées au graphe C, comparant les AAC-he aux autres sujets de la cohorte (courbe 

pleine), aux sujets âgés sains (tirets), et aux AAC-ri (pointillés).  

A B 

C D 
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2.4.4.2. Analyse par régression logistique multivariée 

 

Parallèlement à l’étude des MAST-Index, nous avons cherché à définir des biomarqueurs sérologiques 

de l’ensemble des AAC, des AAC hémorragiques, et des AAC inflammatoires au moyen d’une 

stratégie de régression logistique multivariée. 

Le Tableau IV présente les paramètres sérologiques associés à l’ensemble des AAC, à l’AAC 

hémorragique et à l’AAC inflammatoire, comparativement aux sujets âgés sans AAC. Ces paramètres 

sont ceux inclus dans un modèle de régression logistique multivariée après sélection des variables 

« pas à pas ». La Figure 16.A présente les réponses prédites par le modèle de la partie supérieure 

du Tableau IV, associées à la probabilité de présenter ou non une AAC. Dans ce modèle complexe, 

une plus grande diversité et concentration des IgG3 anti-Aβ1–40  soluble, une plus grande avidité des 

IgG4 anti-Aβ1–40  soluble, et une plus grande pente des IgG4 anti-Aβ1–42  fibrillaire étaient associées à  

une plus grande probabilité de présenter une AAC. Une plus faible diversité des IgM anti-Aβ1–40  

soluble, une plus faible avidité des IgA anti-Aβ1–42  soluble, et une plus faible concentration des IgG1 

anti-Aβ1–42  fibrillaire étaient également associées à une plus grande probabilité de présenter une 

AAC. Toutes ces variables contribuaient de façon significative et indépendante au modèle, sans 

multicolinéarité (tous les Variance Inflation Factors (VIF) étaient < 1.8).  

Le profil sérologique des AAC hémorragiques a été comparé à celui des sujets contrôles (Tableau 

IV, partie centrale, et Figure 16.B). Comme pour l’AAC en général, ce profil incluait une 

diminution de la diversité des IgM anti-Aβ1–40  soluble, et une plus faible avidité des IgA anti-Aβ1–42  

soluble. Concernant les IgG4, les patients hémorragiques présentaient de plus fortes concentrations 

d’IgG4 anti-Aβ1–40 soluble, mais de plus faibles concentration et avidité des IgG4 anti-Aβ1–42  fibrillaire. 

Les patients hémorragiques présentaient également une plus faible avidité des IgG1 anti-Aβ1–42  

fibrillaire, comparativement aux sujets contrôles. L’exclusion des 8 sujets présentant seulement de la 

sidérose superficielle ne changeait pas les variables associées au modèle. Toutes contribuaient au 

modèle indépendamment et de façon significative, sans multicolinéarité (tous les VIFs<1.3).  

Le profil sérologique des AAC inflammatoires a été comparé à celui des sujets contrôles (Tableau 

IV, partie centrale, et Figure 16.C). Comme pour l’AAC en général et l’AAC hémorragique, ce 

profil incluait une diminution de la diversité des IgM anti-Aβ1–40  soluble. Comme pour les AAC en 

général, mais pas les AAC-he considérées isolément, l’AAC inflammatoire était associée à une plus 

grande diversité des IgG3 anti-Aβ1–40 soluble, et une plus forte pente des IgG4 anti-Aβ1–42  fibrillaire. 

Inversement, les patients inflammatoires montraient de moins fortes pentes des IgG4 anti-Aβ1–42  

soluble et des IgA anti-Aβ1–40 soluble. Toutes ces variables contribuaient de façon significative et 

indépendante au modèle, sans multicolinéarité (tous les VIFs étaient < 1.4).  
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Figure 16. Profils sérologiques associés aux phénotypes cliniques dans l’angiopathie amyloïde 

cérébrale par régression logistique multivariée. A. Valeurs prédictives de l’AAC associées au 

modèle présenté dans la partie haute du Tableau IV. B. Valeurs prédictives de l’AAC associées au 

modèle présenté dans la partie médiane du Tableau IV. C. Valeurs prédictives de l’AAC associées 

au modèle présenté dans la partie basse du Tableau IV.  
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Tableau IV. Régression logistique multivariée pour l’AAC, les formes hémorragiques, et les formes inflammatoires, comparativement aux sujets sains âgés 

Modèle AAC       

Variables Coefficients Erreurs Standard Z-values P-values Déviances Résiduelles P-values 

 0.13 6.57   140.5  
£Anti-s-Aβ40 IgG3 Maximum 2.89 0.92 3.14 0.0017 134.0 0.011 

 Anti-s-Aβ40 IgG3 Titer 4.03 1.16 3.48 0.0005 123.6 0.0013 

 Anti-s-Aβ40 IgG4 Avidity 2.29 0.94 2.44 0.015 117.6 0.014 
£Anti-f-Aβ42 IgG4 Steepness 3.74 1.32 2.84 0.0045 111.5 0.013 
*Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -3.10 1.02 -3.05 0.0023 102.5 0.0027 
$Anti-s-Aβ42 IgA Avidity -3.48 1.13 -3.07 0.0021 92.9 0.0019 

 Anti-f-Aβ42 IgG1 Titer -3.81 1.58 -2.42 0.016 86.5 0.012 

Modèle AAC-he       

Variables Coefficients Erreurs Standard Z-values P-values Déviances Résiduelles P-values 

 42.14 11.84   120.32  

 Anti-s-Aβ40 IgG4 Titer 3.30 1.11 2.97 0.0030 111.57 0.0031 

 Anti-f-Aβ42 IgG4 Titer -6.41 1.95 -3.29 0.0010 98.41 0.0003 

 Anti-f-Aβ42 IgG1 Avidity -4.65 2.04 -2.28 0.023 90.72 0.0056 
$Anti-s-Aβ42 IgA Avidity -2.77 1.06 -2.61 0.0092 85.59 0.024 
*Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -2.09 1.01 -2.06 0.039 80.95 0.031 

 Anti-s-Aβ42 IgG4 Avidity -2.87 1.24 -2.32 0.020 74.92 0.014 

Modèles AAC-ri       

Variables Coefficients Erreurs Standard Z-values P-values Déviances Résiduelles P-values 

 10.75 5.78   72.58  
£Anti-s-Aβ40 IgG3 Maximum 4.15 1.55 2.68 0.007 63.92 0.0032 
£Anti-f-Aβ42 IgG4 Steepness 4.01 1.70 2.36 0.018 58.38 0.019 

 Anti-s-Aβ40 IgA Steepness -18.53 8.23 -2.25 0.024 54.08 0.038 

 Anti-s-Aβ42 IgG4 Steepness -12.19 5.25 -2.32 0.020 46.96 0.0076 
*Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -2.40 1.21 -1.99 0.047 40.68 0.012 

 

*: Variables partagées entre les 3 modèles; $: Variables partagées entre le modèle AAC et le modèle AAC-he; £: Variables partagées entre le modèle AAC le modèle AAC-ri 

modèle.
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3. Partie expérimentale : effets de préparations enrichies en IgG ou IgM anti-Aβ de 

faible, moyenne, et forte avidité sur les manifestations de l’AAC dans la souris APP23 

 

Nous avons souhaité étudier l’effet de l’administration périphérique d’anticorps anti-Aβ de différents 

isotypes et avidité sur un modèle murin transgénique d’angiopathie amyloïde cérébrale : la souris 

APP23. 

 

3.1. Obtention de préparations enrichies en IgG ou IgM anti-Aβ de faible, moyenne, et 

forte avidité 

Afin d’obtenir ces différentes préparations d’anticorps anti-Aβ, des souris sauvages âgées de 6 

semaines ont été immunisées avec une préparation d’Aβ1-40 fibrillaire. Différents protocoles 

d’immunisation ont été pratiqués : un groupe de souris placebo a reçu seulement de l’adjuvant 

(groupe contrôle présentant des anticorps anti-Aβ « naturels »), un autre groupe a reçu une 

administration d’Aβ en adjuvant complet de Freund (CFA), puis une administration de placebo 

(groupe prime développant des anticorps anti-Aβ d’avidité moyenne), tandis qu’un troisième groupe 

a reçu une administration d’Aβ en CFA, et un rappel d’Aβ en adjuvant incomplet de Freund (IFA ; 

groupe prime/boost développant des anticorps de forte avidité). L’efficacité du protocole vaccinal a 

été vérifié sur un échantillon des animaux de chaque groupe (n=6, 5, et 7 pour le groupe contrôle, 

prime, et prime/boost , respectivement). Le prélèvement de sang périphérique réalisé un jour avant la 

première immunisation n’ont pas permis de détecter d’anticorps anti-Aβ chez des animaux aussi 

jeunes. Le prélèvement réalisé une semaine après la première administration a permis de détecter un 

très faible signal en IgG dans chaque groupe, pour des échantillons analysés au 1:100 (DO moyenne 

[min-max] = 0.048 [0.036 – 0.064], 0.106 [0.089 – 0.130], et 0.107 [0.088 – 0.127] ; DO non 

standardisées mesurées sur une seule plaque). Ces DO étaient trop faibles pour une analyse des 

courbes de dilutions, mais permettent déjà de distinguer complètement le groupe placebo des deux 

autres groupes ayant reçu la première administration d’Aβ. Dix jours après le rappel, le signal obtenu 

en IgG pour des échantillons analysés au 1:100 était de 0.091 [0.080 – 0.106], 0.691 [0.613 – 0.790], 

et 0.819 [0.737 – 0.909] (DO moyenne [min-max] ; DO non standardisées mesurées sur la même 

plaque que précédemment) pour les groupes placebo, prime, et prime/boost, respectivement. Ces 

valeurs soulignent l’efficacité du protocole d’immunisation pour le développement d’une réponse IgG 

anti-Aβ chez la souris. Les courbes de dilution du groupe placebo n’étaient pas analysables, mais nous 

avons souhaité comparer le Titre (Figure 17.A) et le K’A App (Figure 17.B) des groupes immunisés 

ayant reçu une seule administration ou un rappel. Le titre (p=0.03) et l’avidité (p=0.02) étaient 

significativement plus élevés dans le groupe prime/boost que dans le groupe prime. 
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Les sérums des souris immunisées ont été collectés au moment du sacrifice par ponction 

intracardiaque, et ont été poolés par groupe de traitement. Pour séparer les IgG des IgM, nous avons 

utilisé la chromatographie d’exclusion de taille (Size Exclusion Chromatography ou SEC), qui permet 

de séparer les protéines d’un mélange en fonction de leur rayon de Stokes (Figure 18.A). Les 

principaux pics du diagramme de fractionnement correspondaient aux volumes d’élution des 

principales protéines attendues : l’hémoglobine (certains sérums murins étaient hémolysés suite à la 

ponction intracardiaque), l’albumine, les IgG et les IgM. Nous avons vérifié la présence d’IgG et d’IgM 

anti-Aβ dans les fractions attendues, dissociées ou non, par ELISA. Le signal étant très faible en IgM, 

nous avons confirmé la présence d’IgM dans les fractions les moins retenues par immunoempreinte 

sur nitrocellulose après électrophorèse de zone (Figure 18.B). 

On a ainsi pu obtenir 6 fractions différentes, enrichies respectivement en IgG ou IgM anti-Aβ 

naturelles, ou de moyenne, ou de forte avidité. 

A B 

Prime Prime/Boost Prime Prime/Boost 

T
it
re

 

1
0
^
K

A
’A

p
p
 

Figure 17. Comparaison des Titres (A) et des Avidités apparentes (B) entre le groupe de souris 

ayant reçu une administration d’Aβ1-40 fibrillaire (Prime) et celui ayant également reçu une injection 

de rappel (Prime/Boost). 
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Figure 18. A. Diagramme de fractionnement par chromatographie d’exclusion de taille d’un pool 

de sérum de souris sauvages immunisées contre l’Aβ1-40 fibrillaire (protocole Prime/Boost). Les 

protéines sont séparées en fonction de leur taille. Les volumes d’élution expérimentaux des 

principaux pics correspondent aux volumes d’élution théoriques (volume observé / volume 

théorique) pour les IgM, les IgG, l’Albumine (Alb) et l’hémoglobine (Hb). Les courbes en rouge 

(IgG) et en bleue (IgM) correspondent aux absorbance relatives mesurées par l’ELISA anti-Aβ, sur 

fractions dissociées ou non dissociées. B. La présence d’IgM dans les fractions 7 à 13 a été vérifiée 

par immunoempreinte après électrophorèse de zone en révélant les IgM murines. 

A 

B 



138 

 

3.2. Effets des préparations d’anticorps anti-Aβ sur les souris APP23 

 

Notre principal objectif était d’étudier les effets de différentes caractéristiques des anticorps anti-Aβ, 

ici différents isotypes et différentes affinités, sur l’angiopathie amyloïde cérébrale, et plus 

particulièrement sur le déclenchement de saignements ou d’angéites cérébrales. Nous montrons ici 

des résultats préliminaires, car tous les cerveaux de souris n’ont pas encore été analysés. 

Plusieurs études ont rapporté une aggravation des dépôts vasculaires après administration 

d’anticorps anti-Aβ monoclonaux (Thakker et al., 2009 ; Pfeifer et al., 2002). Nous avons d’abord 

cherché à savoir si l’administration de nos préparations polyclonales avait un effet similaire. 

L’immunomarquage de l’Aß a permis de distinguer plusieurs types de structures, certaines pouvant 

correspondre à des dépôts parenchymateux fortement évocateurs de plaques amyloïdes 

parenchymateuses, d’autres à des dépôts vasculaires (Figure 19.A). Afin de quantifier l’Aβ vasculaire 

et de le différencier de l’Aβ parenchymateux, nous avons quantifié le pourcentage d’aire marquée à la 

fois par l’Aβ et par CD31, un marqueur endothélial (Figure 19.B-C). A ce stade, l’analyse n’a pas 

montré de différence significative entre les différents groupes traités (Figure 19.F). 

Nous avons ensuite recherché une différence concernant les cellules gliales entre les différents 

groupes de souris traités. En particulier, il semble qu’il existe une astrocytose dans le modèle APP23 

(Calhoun et al., 1999). Nos résultats suggèrent une augmentation du marquage GFAP spécifique des 

astrocytes chez les souris APP23 traitées par IgG anti-Aβ de forte affinité (3,7% de l’aire totale), 

comparativement aux IgG d’affinité faible (1.1 %) et moyenne (1.2% ; Figure 19.D et G). En 

revanche, nous n’avons pas trouvé de différence significative concernant le % d’aire marquée à Iba1, 

un marqueur de microglie activée (Figure 19.E et H). 

Concernant l’effet du traitement sur les manifestations de l’AAC, nous n’avons pas observé 

d’infiltrats vasculaires ou périvasculaires particuliers. Quant au nombre de microsaignements (Figure 

19.I), nous n’avons pas observé de différence significative entre les groupes, mais ces résultats 

préliminaires n’excluent pas qu’il puisse y en avoir, notamment concernant les IgG et IgM de haute 

avidité, et les IgG naturelles (Figure 19.J). 

En bref, ces résultats suggèrent qu’il puisse y avoir un effet des anticorps anti-Aβ dépendant de 

l’isotype et de l’avidité sur le recrutement astrocytaire et la survenue de microsaignements. Les IgG 

et les anticorps de haute avidité seraient particulièrement pathogènes, mais ces résultats très 

préliminaires demandent à être confirmés sur un nombre plus importants d’animaux. 
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Figure 19. A-E. Marquage de l’Aβ (A), du CD31 (B), de l’Aβ et de CD31 (C), de la GFAP (D) et de Iba1 

(E) dans un cerveau d’APP23. (barre d’échelle: 100 µm). F. Quantification de l’Aβ vasculaire dans les 

différents groupes traités. G. Quantification du marquage GFAP dans les différents groupes traités. H. 

Quantification du marquage Iba1 dans les différents groupes traités. I. Microhémorragie ancienne : dépôts 

d’hémosidérine visibles par coloration de Perls. J. Quantification des microhémorragies dans les différents 

groupes traités. 
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1. Partie méthodologique : mise au point d’une méthode d’analyse des anticorps anti-

Aβ 

 

La plupart des études qui ont cherché à détecter les anticorps anti-Aβ dans des fluides biologiques 

ont utilisé des méthodes dérivées de l’ELISA. Il s’agit d’une technique éprouvée, peu onéreuse, et 

facile à mettre en place dans n’importe quel laboratoire. Cependant, les nombreuses études qui se 

sont intéressées aux anticorps anti-Aβ dans la MA ont obtenu des résultats contradictoires, certaines 

équipes trouvant des concentrations augmentées, diminuées, ou identique dans la MA 

comparativement aux sujets témoins. Ces résultats peuvent s’expliquer dans une certaine mesure par 

des variations méthodologiques concernant : le peptide utilisé, les protocoles de préparation et 

d’agrégation du peptide, l’isotype d’immunoglobuline révélé, la dilution de l’échantillon, les conditions 

pré-analytiques (notamment le prétraitement ou non en milieu acide), et la prise en compte ou non 

du signal non-spécifique. De surcroît, les propriétés intrinsèques des anticorps anti-Aβ compliquent 

également leur analyse. En effet, ces anticorps font partie des autoanticorps naturels présents chez 

tous les individus, sains ou malades. Ils sont d’isotype IgG, IgA, et IgM anti-Aβ, et semblent circuler  

dans le sang sous forme de complexes immuns, qui nécessitent d’être dissociés préalablement à leur 

fixation sur l’Aβ immobilisé sur plaque. 

Concernant les préparations antigéniques ayant servi d’antigènes immobilisés sur plaque, nous avons 

utilisé des peptides Aβ1-40 et Aβ1-42 synthétiques à haut degré de pureté (> 95%), et des protocoles 

de préparation décrits dans la littérature (Stine et al., 2003 ; Jan et al., 2010). Deux techniques ont 

été utilisées pour caractérister les préparations d’Aβ dites « soluble » (s-) et « fibrillaire » (f-) : la 

cryoTEM et la fluorescence de la Thioflavine T. L’avantage de la cryoTEM est qu’elle permet de 

visualiser des agrégats dans un état très proche de celui en solution, limitant des agrégats artéfactuels 

liés au dépôt et au séchage sur support de la TEM classique. Elle permet de visualiser de gros 

agrégats tels que des fibrilles, mais ne permet pas d’appréhender les monomères ou de petits 

agrégats tels que les oligomères de bas poids moléculaire, qui peuvent être visualisés par d’autres 

techniques, telles que la microscopie de force atomique. Seules les préparations d’Aβ1-42 ont été 

analysées par cryoTEM, car ces expériences ont été faites lorsque nous nous intéressions 

principalement aux sérologies anti-Aβ dans la MA. Ces expériences ont donc été complétées par 

celles de fluorescence à la ThT, réalisées pour toutes les préparations d’Aβ1-42 et d’Aβ1-40. Ces 

expériences ne nécessitent pas de microscope électronique, ni de matériel de cryoTEM, et ont donc 

pu être réalisées dans notre laboratoire. Elles ont permis de valider la présence de matériel amyloïde 

réactif à la ThT dans les préparations fibrillaires. Il est difficile d’affirmer l’absence complète de 

matériel amyloïde dans les préparations d’Aβ soluble, car d’après notre expérience, il existe toujours 

une fluorescence résiduelle. Cela dit, cette fluorescence résiduelle était comparable dans les deux 
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préparations d’Aβ soluble, et doit être mise en regard de la quasi-absence d’agrégats dans la 

préparation de s-42 visualisée par cryoTEM. Par conséquent, les préparations d’Aβ dites « soluble » 

seraient décrites de façon plus appropriée comme une préparation sans fibrilles amyloïdes, et les 

préparations d’Aβ dites « fibrillaires » comme contenant des fibrilles amyloïdes, sans exclure qu’elles 

contiennent dans une certaine mesure de plus petits agrégats, amyloïdes ou non. Nous avons utilisé 

l’adjonction de Cu2+ dans les préparations d’Aβ « soluble », selon Matheou et al., (2015) afin d’éviter 

la formation de fibrilles au cours de l’étape de coating. 

Un élément important pour l’analyse des anticorps anti-Aβ circulants est l’étape préanalytique de 

traitement en conditions acides (Li et al., 2004 ; Li et al., 2007), censée dissocier des complexes 

immuns préformés. Nous avons confirmé ce phénomène par une autre technique : la résonance 

plasmonique de surface. L’étape de dissociation nécessite un compromis de pH : s’il est trop élevé, 

cette dissociation ne se fait pas, tandis que s’il est trop acide, on risque la création d’un signal 

artéfactuel, soit par altération des paratopes de certains anticorps sans réactivité préalable vis-à-vis 

de l’Aβ, soit par augmentation de la liaison des anticorps au plastique de la plaque (Li et al., 2007). De 

surcroît, cette liaison au plastique semble médiée par le fragment Fab, et il est difficile de s’en 

affranchir si le pH a été trop acide (Szabo et al., 2010). Certains auteurs ont discuté le caractère 

artéfactuel de tout signal de liaison à l’Aβ obtenu après traitement à pH même modérément acide, 

mais le fait que la perte de signal par formation de complexes immuns puisse être reproduite 

expérimentalement (Gustaw et al., 2008) et qu’il s’agisse d’un phénomène réversible comme nous 

l’avons montré expérimentalement rend selon nous convaincant que le signal mesuré sur les puits 

coatés par l’Aβ soit le résultat d’une réactivité authentique démasquée. Plutôt que des puits non-

coatés, nous aurions pu utiliser un coating par une protéine non pertinente : de la BSA, ou même un 

peptide Aβ42-1 ou scrambled. Toutefois, il n’est pas exclus que nous ayons également obtenu une 

réactivité vis-à-vis de ces antigènes, comme cela a été le cas pour l’actine, en particulier après 

dissociation, y compris venant d’anticorps également réactifs vis-à-vis de l’Aβ. En effet, les 

autoanticorps naturels sont décrits comme polyréactifs, et les peptides Aβ42-1 ou Aβ scrambled 

semblent également posséder une propension à l’agrégation et à la formation de fibrilles amyloïdes, 

ainsi que des propriétés neurotoxiques (Vadukul et al., 2017). Il n’est donc pas exclus qu’il existe des 

anticorps naturels réactifs vis-à-vis de ces espèces, ni qu’il s’agisse d’anticorps susceptibles de lier 

l’Aβ1-42. 

L’analyse des courbes de dilutions des anticorps anti-Aβ a servi à estimer différents paramètres de 

ces anticorps. Cette modélisation a été faite en utilisant l’équation de la fonction sigmoïde liée à la 

fonction de répartition de la loi logistique. Bien qu’il existe d’autres fonctions ayant une allure 

sigmoïde, nous nous sommes restreint à ce modèle logistique, utilisé dans différents domaines de la 

biologie. Nous avons montré que, pour la modélisation des points expérimentaux, l’utilisation de 
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fonctions plus complexes n’est pas nécessaire. Quatre paramètres décrivant la sigmoïde (Maximum, 

Titre, K’A App, Pente) traduisent les propriétés des anticorps (respectivement, pour les 3 premiers, 

la diversité de reconnaissance antigénique, la concentration, et l’avidité). Concernant la pente, il est 

difficile d’appréhender intuitivement quelles propriétés des anticorps influencent ce paramètre. Il est 

possible qu’il soit dépendant des phénomènes de coopérativité entre différents sites de liaison 

antigénique, mais il n’est pas certain que ces phénomènes puissent intervenir dans ce dispositif 

expérimental. De plus, il s’agit du paramètre qui présente le moins de variabilité interindividuelles, et 

qui ne présente pas de grande différence entre les isotypes divalents tels que les IgG ou les IgA, et les 

IgM décavalentes. Concernant les autres paramètres, il faut également souligner qu’il n’y a pas 

d’équivalence directe entre les paramètres de la courbe et les propriétés des anticorps. Cette 

équivalence est en réalité complexe, et peut être influencée par d’autres facteurs. C’est par exemple 

le cas du Maximum, qui dépend du temps de révélation. Pour cette raison, un pool de sérum a servi 

d’étalon interne afin de normaliser les valeurs de DO de différentes expériences. 

 

2. Etudes corrélatives 

Nous avons utilisé la méthode ELISA d’analyse des anticorps anti-Aβ pour étudier les facteurs de 

variabilité physiologiques et pathologiques des anticorps anti-Aβ, dans des études pilotes chez la 

souris, et chez l’homme notamment dans le contexte de l’AAC. 

A notre connaissance, personne n’a jamais rapporté dans la littérature l’existence d’anticorps anti-Aβ 

présents spontanément chez la souris, une espèce qui contrairement à l’homme ou à d’autre animaux 

ne présente pas spontanément de maladie liée à des dépôts d’Aβ. Malgré des effectifs restreints, nos 

résultats suggèrent l’existence d’anticorps anti-Aβ naturels chez ces rongeurs. A l’instar de l’homme, 

la réponse interinviduelle anti-Aβ (Du et al., 2001 ; Jianping et al., 2006 ; Storace et al., 2010, 

Dorothée et al., 2012) chez la souris est extrêmement variable. Un facteur de variabilité semble être 

le fond génétique. Compte-tenu des résultats obtenus sur souris CD3 KO, qui ne présente pas de 

lymphocytes T, il est vraisemblable que réponse humorale dépende au moins partiellement d’une 

coopération T-B. Le fait que l’on semble observer une augmentation de la production des anticorps 

anti-Aβ chez les souris SJL semble également aller dans ce sens, car cette lignée a une plus forte 

réponse T CMH II-restreinte (Toly-Ndour et al., 2011). 

La production d’IgG et d’IgM anti-Aβ semble également se développer avec l’âge chez l’animal, tandis 

que la production d’IgA est rarissime. L’augmentation de cette production est parallèle à celle des 

auto-anticorps anti-actine, aussi il est vraisemblable que ces variations traduisent une augmentation 

de la production des auto-anticorps naturels, plutôt qu’une réponse spécifique envers l’Aβ. Bien 

qu’une fois encore les effectifs soient relativement faibles, ces résultats semblent se confirmer chez 
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l’homme, par comparaison des courbes de dilutions obtenues chez de jeunes enfants, des enfants, et 

adultes. A notre connaissance, une seule étude a recherché l’existence des anticorps anti-Aβ chez 

l’enfant, et n’a pas montré de variation du titre d’IgG avec l’âge (Baril et al., 2004). Nos résultats ne 

montrent pas non plus de différence manifeste concernant les IgG. Mais l’analyse par sous-classes, 

ainsi que celles des IgM et des IgA suggère l’augmentation de la production d’anticorps anti-Aβ avec 

l’âge. Ceci est informatif car dans la plupart des études, les groupes contrôles sont des sujets âgés 

apparemment sains, mais chez qui on ne peut exclure l’existence de dépôts cérébraux d’Aβ. En 

revanche, en l’absence de trisomie 21 ou de duplication du gène de l’AAP, les dépôts 

parenchymateux ou vasculaires d’Aβ ne surviennent que tardivement à l’âge adulte. Par conséquent, 

la production d’anticorps anti-Aβ semble avoir lieu chez la souris, et chez l’homme en absence de 

dépôts cérébraux d’Aβ, et augmenter avec l’âge indépendamment de la présence de ces dépôts. 

Nous avons souhaité étudier les anticorps anti-Aβ dans deux modèles de souris transgéniques : APP-

PS1 et APP23. La différence neuropathologique principale entre ces deux modèles, qui présentent la 

même mutation de l’APP, est que la souris APP23 présente plus de dépôts vasculaires que la souris 

APP-PS1. Nous avons observé une augmentation significative des anticorps anti-Aβ sériques chez la 

souris APP-PS1, et une tendance à la diminution chez les souris APP23, comparativement aux souris 

WT. Cela dit, cette variabilité ne semble pas liée à une réponse spécifique vis-à-vis de l’Aβ, puisque 

nous avons obtenu des résultats similaires pour les anticorps anti-actine. Ces trois lignées étaient de 

même fond génétique (C57BL/6), mais les souris APP-PS1 bien que du même âge, n’étaient pas des 

littermates des souris WT et APP23, ce qui peut dans une certaine mesure expliquer cette variabilité. 

Certains arguments expérimentaux et cliniques suggèrent que les immunothérapies anti-Aβ ont 

pourtant tendance à augmenter les dépôts vasculaires, c’est-à-dire l’AAC, peut-être comme voie de 

clairance des dépôts parenchymateux. Plusieurs travaux ont discuté le lien entre l’AAC et les effets 

indésirables des immunothérapies anti-Aβ. Plus spécifiquement, les ARIA déclenchées par 

l’administration d’anticorps anti-Aβ ont une similarité frappante avec les manifestations 

hémorragiques (AAC-he) ou inflammatoires (AAC-ri) spontanées de l’AAC. L’une des hypothèses de 

notre travail est que des espèces particulières d’anticorps anti-Aβ présents spontanément chez les 

individus présentant de l’AAC puissent déclencher ses manifestations hémorragiques ou 

inflammatoires spontanées. 

Certains travaux ont montré que les patients en phase aigue d’AAC-ri présentent des concentrations 

augmentées d’IgG anti-Aβ dans le LCR, comparativement à des sujets contrôles (Piazza et al., 2013 ; 

Carmona-Iragui et al., 2016). A partir de l’étude d’un cas, il a été suggéré que ces anticorps étaient 

issus d’une synthèse intrathécale (DiFrancesco et al., 2011). Cependant, des arguments 

expérimentaux suggèrent que la voie périphérique serait plus pathogène que l’administration centrale 

(Thakker et al., 2009). Pourtant, jusqu’à présent, les anticorps anti-Aβ sériques dans le contexte de 
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l’AAC ont suscité peu d’intérêt. L’objectif principal de l’étude AACAb était d’étudier les profils 

sérologiques associés aux phénotypes cliniques hémorragiques ou inflammatoires de l’AAC. 

Nous avons montré l’existence de profils sérologiques complexes dans l’AAC, distinct entre l’AAC-ri 

et l’AAC-he, par deux stratégies d’analyse différentes. La première, originale et ayant fait l’objet du 

brevet en Annexe II, utilise un index, appelé MAST pour Maximum, Avidity, Steepness, Titer. Le MAST-

Index combine le maximum d’information apporté par une courbe de dilution donnée, c’est-à-dire 

obtenue pour un isotype donné vis-à-vis d’un antigène donné. Afin de maximiser cette information 

apportée par le MAST-Index, les coefficients de pondération intégrés dans sa formule sont ceux 

obtenue par ACP réalisée sur l’ensemble de la base de donnée AACAb. Par conséquent, la formule 

du MAST-Index est celle qui décrit un maximum de variabilité de l’échantillon, mais sans orienter a 

priori cette formule vers une meilleure distinction des catégories cliniques. Une autre stratégie 

d’analyse plus classique par régression logistique multivariée a également été employée. Elle possède 

l’avantage de pouvoir intégrer plusieurs variables obtenues par différentes courbes de dilutions, et de 

pouvoir contrôler ces variables vis-à-vis de covariables telles que l’âge ou le genre. En revanche, elle 

comprend un risque plus élevé de sur-ajustement du modèle car le choix des variables se fait 

directement sur le critère de discrimination des groupes d’intérêt. Avec 96 variables analysées par 

sujet, il y a inflation du risque d’erreur de type-I. Ceci étant dit, le raisonnement appliqué en général 

pour réduire ce risque fait l’hypothèse de l’indépendance des variables étudiées. Nous avons montré 

que ce n’est pas le cas dans cette cohorte. Par conséquent, la stratégie classique de correction de la 

p-value qu’est la méthode de Bonferroni est vraisemblablement trop conservatrice. La stratégie 

d’analyse du MAST-Index permet de diminuer le risque de fausse découverte par réduction du 

nombre de variables. Le risque de fausse positivité est plus discutable pour l’analyse par régression 

logistique multivariée et difficile à évaluer, même si les modèles comprennent peu de variables au 

regard des effectifs. 

Quoi qu’il en soit, l’analyse sérologique de la cohorte AACAb est une preuve de concept qui suggère 

l’association entre certaines espèces d’anticorps anti-Aβ circulants et des phénotypes 

clinicoradiologiques de l’AAC. Les manifestations cliniques de l’AAC semblent être liées, dans une 

certaine mesure, ou bien à un biais dans le répertoire des anticorps anti-Aβ naturels, ou bien à une 

réponse humorale adaptative induite dans le contexte de l’AAC. Nous pensons que des différences 

sérologiques pourront à l’avenir être utilisées comme biomarqueurs diagnostiques et/ou 

pronostiques dans l’AAC. 

A l’exception notable des IgG4 anti-f42, tous les paramètres sérologiques liés à l’Aβ1-42 étaient 

corrélés négativement au risque d’AAC. Concernant les anticorps réactifs vis-à-vis de l’Aβ1-40, nos 

résultats semblent indiquer un développement préférentiel de la réponse IgG3, IgG4 et IgA. De façon 

intéressante, une diminution de la diversité des IgM anti-s40 était le seul dénominateur commun au 
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profil observé dans l’AAC-ri et l’AAC-he. L’interprétation de ce phénomène doit être prudente : cela 

pourrait indiquer une plus faible réponse IgM, mais aussi une réponse IgM préférentielle envers des 

épitopes d’Aβ1-40 préférentiellement exposés dans les dépôts cérébrovasculaires. 

 

3. Partie expérimentale : effets de préparations enrichies en IgG ou IgM anti-Aβ de 

faible, moyenne, et forte avidité sur les manifestations de l’AAC dans la souris APP23 

Les études correlatives présentées au paragraphe précédent ne permettent pas d’affirmer le lien de 

cause à effet entre la présence de certaines espèces d’anticorps anti-Aβ dans le sérum et 

l’occurrence de manifestations inflammatoires ou hémorragiques de l’AAC. Il est possible que 

certaines espèces d’anticorps anti-Aβ ne soient des facteurs de susceptibilité pour le développement 

de l’AAC, augmentant alors le risque de présenter l’une ou l’autre de ses manifestations. D’autre 

part, bien que les résultats préliminaires obtenus dans les modèles de souris trangéniques ne 

permettent pas de le conclure, il est possible que la présence de dépôts vasculaires d’Aβ induise une 

réponse humorale adaptative contre ce peptide, qui s’ajoute alors au répertoire primaire. Ces 

anticorps induits pourraient alors participer à la majoration de l’AAC, et/ou au déclenchement de ses 

manifestations hémorragiques ou inflammatoires, comme le suggèrent les résultats expérimentaux 

obtenus avec des anticorps monoclonaux anti-Aβ administrés en modèles murins (Pfeifer et al., 

2002 ; Thakker et al., 2009) et à des patients atteints de MA. Chez l’homme, le déclenchement de ces 

complications était dépendant de la dose administrée, mais on ignore quelles autres propriétés de 

l’anticorps sont liées au déclenchement de ces complications. 

L’objectif de cette partie expérimentale était d’identifier si la majoration de l’AAC, ou si le 

déclenchement de complications hémorragiques et inflammatoires de l’AAC sont liés à l’isotype et à 

l’affinité des anticorps anti-Aβ. Pour cela, nous avons immunisé des souris WT par de l’Aβ1-40 

fibrillaire et séparé une fraction enrichie en IgG anti-Aβ, et l’autre en IgM anti-Aβ. Trois groupes de 

souris ont été immunisés : l’un par de l’adjuvant seul, donnant des anticorps anti-Aβ de faible avidité, 

un autre avec une seul administration d’Aβ, donnant des anticorps d’avidité modérée, et un troisième 

avec un rappel vaccinal, donnant des anticorps d’avidité élevée. La même quantité de protéines a 

ensuite été administrée à des souris APP23 par voie périphérique. Il n’est cependant pas certain que 

la même quantité d’anticorps anti-Aβ ait été administrée. Les cerveaux des souris APP23 après 

administration des anticorps anti-Aβ ont été collectés, et quelques uns ont pu être analysés de façon 

préliminaire avant la fin de ce travail de thèse.  

A ce stade, l’analyse n’a pas montré de différence significative entre les différents groupes traités 

concernant la quantité d’Aβ vasculaire. Nous n’avons pas trouvé de différence concernant l’activation 

microgliale, mais une tendance à l’augmentation du marquage astrocytaire dans le groupe traité par 
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IgG anti-Aβ de forte avidité, comparativement aux IgG d’avidité faible et moyenne. Concernant l’effet 

du traitement sur les manifestations de l’AAC, nous n’avons pas observé d’infiltrats vasculaires ou 

périvasculaires particuliers ni de différence significative entre les groupes, concernant le nombre de 

microsaignements. 

Il est clair qu’un nombre plus important d’animaux doit être étudié pour conclure quant à 

l’importance de l’isotype ou de l’avidité des anticorps anti-Aβ pour le déclenchement des 

complications de l’AAC. Il est également possible que les animaux ne présentent pas suffisament de 

dépôts vasculaires à cet âge pour pouvoir conclure. Thakker et al., ont bien traité des souris Tg2576 

après 16 mois pour constater la majoration de l’AAC et le déclenchement de microhémorragies 

(Thakker et al., 2009). Cependant, dans le modèle transgénique que nous avons utilisé, la souris 

APP23, Pfeifer et al., ont montré des résultats similaires à 21 mois (Pfeifer et al., 2002). Il est 

également possible que les doses d’anticorps administrées doivent être bien plus élevées pour 

pouvoir constater une différence d’effet entre IgG et IgM ou entre anticorps de faible ou de forte 

avidité. Nous avons en cela été limités par les effectifs de souris sauvages immunisées par l’Aβ 

fibrillaire. 

 

En conclusion, ce travail se présente comme une contribution à l’étude des anticorps anti-Aβ en 

contexte physiologique et pathologique. Une part conséquente de ce travail est méthodologique et a 

consisté en la mise au point d’une méthode multiparamétrique d’analyse des anticorps anti-Aβ 

sériques. Cette méthode a été appliquée dans une série d’études corrélatives pilotes chez la souris, 

et en particulier dans l’étude d’une cohorte de sujets présentant des complications hémorragiques ou 

inflammatoires de l’AAC. Cette étude a fait l’objet d’un brevet (Annexe II) et d’un article déposé 

sur MedRxiv et soumis à Neurology : Neuroimmunology & Neuroinflammation (Annexe III), ainsi que 

d’un article de revue publié dans Frontiers in Immunology (Annexe IV). Des résultats préliminaires 

d’une étude expérimentale chez la souris APP23 ont été obtenus, et seront complétés avant 

soumission pour publication.  
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Annexe I : Script R pour l’analyse des courbes de dilution des anticorps anti-Aβ par 

ELISA multiparamétrique 

 
### INPUT ### 

 

rm(list=ls()) 

library(XLConnect)                # load XLConnect package  

wk = loadWorkbook(file.choose())  # choisir le fichier excel 

sh = readWorksheet(wk, sheet="IgM")  # choisir le nom de la page 

library(readxl) 

sh = read_excel(file.choose(),sheet = "IgG") 

 

# fitting non spé 

 

zdelmodel<-function(p,q) { 

  a<-p   # valeurs expérimentales 

  b<-lm(p ~ x_) # modèle linéaire sur les valeurs 

expérimentales 

  c<-coef(b)[2]*x_+coef(b)[1] # valeurs modélisées 

  d<-(a-c)^2     # carré des écarts 

 if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]   # Si le plus grand 

écart expérimental-modèle... 

  > mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T)) # ...est plus grand 

que la moyenne+ q*sd des écarts...  

 repeat{a[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA # ...alors on 

supprime cette valeur 

   b<-lm(a ~ x_)  

   c<-coef(b)[2]*x_+coef(b)[1]  

   d<-(a-c)^2  

  if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]  # ...jusqu'au break 

  <= mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T))  

   {break} 

  } 

 print(list(p,a,c)) 

  } 

 

plot_nonspe <- function(r) {  

par(pty="m",bty="l",cex=1.5,cex.axis=0.75,las=1, 

 mar=c(4,4,3,3),mgp=c(2, 0.75, 0))#,family="gsmt",) 

plot( x_,r, 

 pch=16,col="grey40", 

 xlim=c(0,0.6),ylim=c(0,0.4), 

 xlab="",ylab="",axes=FALSE);axis(2,las=2);axis(1,las=0) 

mtext("OD", 2, adj=2.5, las=1, padj=-16,cex=1.25) 

mtext(expression('1/log'[10]*'(dil°)'), 4, adj=0.75, las=1, 

padj=15,cex=1.25) 

abline(lm(zdelmodel(r,q)[[2]]~x_)) 

par(new=T) 

 plot(x_[which(is.na(zdelmodel(r,q)[[2]]))],r[which(is.na(zdelmo

del(r,q)[[2]]))], 

  pch=4,lwd=2,col=2, 

  xlim=c(0,0.6),ylim=c(0,0.4), 

  xlab="",ylab="",axes=FALSE) 

} 
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# LWBmodel 

 

LWBmodel <- function(x,q) { 

 absci<-x*dil 

 m<-lm(x~absci) 

 c<- absci*m$coefficients[2]+m$coefficients[1] 

 d<-(absci-c)^2     # carré des écarts 

 if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]   # Si le plus grand 

écart expérimental-modèle... 

  > mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T)) # ...est plus grand 

que la moyenne+2sd des écarts...  

 repeat{absci[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA  

  b1_[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA  # ...alors on 

supprime cette valeur 

  m<-lm(x~absci) 

  c<- absci*m$coefficients[2]+m$coefficients[1] 

  d<-(absci-c)^2 

  if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]  # ...jusqu'au break 

  <= mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T))  

   {break} 

  } 

  

 max<-m$coefficients[1];max 

 titre<--log10(-m$coefficients[2]) 

 print(list(c(max,titre),absci,b1_)) 

 } 

 

plot_lwb <- function(x,q) { 

 par(pty="m",bty="l",cex=1.5,cex.axis=0.75,las=1, 

 mar=c(4,4,3,3),mgp=c(2, 0.75, 0))#,family="gsmt",) 

 plot( x*dil,x, 

 pch=16,col="grey40", 

 xlim=c(0,max(x*dil,na.rm=T)),ylim=c(0,max(x,na.rm=T)), 

 xlab="",ylab="",axes=FALSE);axis(2,las=2);axis(1,las=0) 

mtext("OD", 2, adj=2.5, las=1, padj=-16,cex=1.25) 

mtext("OD.dil°", 4, adj=0.75, las=1, padj=15,cex=1.25) 

 

 absci<-x*dil 

 m<-lm(x~absci) 

 c<- absci*m$coefficients[2]+m$coefficients[1] 

 d<-(absci-c)^2     # carré des écarts 

 if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]   # Si le plus grand 

écart expérimental-modèle... 

  > mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T)) # ...est plus grand 

que la moyenne+2sd des écarts...  

 repeat{absci[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA  

  b1_[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA  # ...alors on 

supprime cette valeur 

  m<-lm(x~absci) 

  c<- absci*m$coefficients[2]+m$coefficients[1] 

  d<-(absci-c)^2 

  if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]  # ...jusqu'au break 

  <= mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T))  

   {break} 
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  } 

abline(m) 

 

par(new=T) 

 plot(x[which(is.na(absci))]*dil[which(is.na(absci))],x[which(is

.na(absci))], 

  xlim=c(0,max(x*dil,na.rm=T)),ylim=c(0,max(x,na.rm=T)), 

  pch=4,lwd=2,col=2, 

  xlab="",ylab="",axes=FALSE) 

} 

 

 

fitsigmoid <- function(t,m) { 

 nls(t ~ m/(1+r*exp(-x*s)),start=list(r=2e-04,s=-3))} 

  

 

y__delmodel<-function(p,q,r) { 

  a<- p     # valeurs expérimentales - non 

spé fitté 

  b<- fitsigmoid(p,r)   # modèle linéaire sur les 

valeurs expérimentales 

  c<- r/(1+coef(b)[1]*exp(-x*coef(b)[2])) 

  d<-(a-c)^2     # carré des écarts 

 if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]   # Si le plus grand 

écart expérimental-modèle... 

  > mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T)) # ...est plus grand 

que la moyenne+2sd des écarts...  

 repeat{a[which(d == max(d,na.rm=T))] <- NA # ...alors on 

supprime cette valeur 

  b<- fitsigmoid(a,r)  

  c<- r/(1+coef(b)[1]*exp(-x*coef(b)[2])) 

  d<-(a-c)^2  

  if(d[which(d == max(d,na.rm=T))]  # ...jusqu'au break 

  <= mean(d,na.rm=T)+q*sd(d,na.rm=T))  

   {break} 

  } 

 print(list(p,fitsigmoid(p,r),a,b)) 

  } 

 

coeflinmodel2 <- function(p,w,m) { 

 sigmoid <- 

function(x){m/(1+coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1]*exp(-

x*coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[2]))} 

 a<-10^-p/(sigmoid(p)/m) 

 b<-1/(1-(sigmoid(p)/m)) 

 b[which(b==Inf)]<-NA;b 

 print(lm(b~a)) 

 } 

 

plot_spe <- function(w,m) {  

par(pty="m",bty="l",cex=1.5,cex.axis=0.75,las=1, 

 mar=c(4,4,3,3),mgp=c(2, 0.75, 0))#,family="gsmt",) 

plot( x,w, 

 pch=16,col="grey40", 

 xlim=c(0,6),ylim=c(0,1), 

 xlab="",ylab="",axes=FALSE);axis(2,las=2);axis(1,las=0) 
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mtext("OD", 2, adj=2.5, las=1, padj=-16,cex=1.25) 

mtext(expression('log'[10]*'(dil°)'), 4, adj=0.75, las=1, 

padj=15,cex=1.25) 

  

sigmoid <- function(x){m/(1+coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1]*exp(-

x*coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[2]))} 

 

curve(sigmoid(x), 0, 6,add=T,xlim=c(0,6),ylim=c(0,1),type = "l", lty 

= "dashed",col="grey40",lwd=1) 

 

par(new=T) 

 plot(x[which(is.na(y__delmodel(w,q,m)[[3]]))],w[which(is.na(y__

delmodel(w,q,m)[[3]]))], 

  pch=4,lwd=2,col=2, 

  xlim=c(0,6),ylim=c(0,1), 

  xlab="",ylab="",axes=FALSE) 

 

segments(0,m,(log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])+2)/coef(y__delmo

del(w,q,m)[[4]])[2],m,lwd=2,col='red2') 

segments((log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])+2)/coef(y__delmodel(

w,q,m)[[4]])[2],m,(log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])-

2)/coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[2],0,lwd=2,col='red2') 

segments((log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])-

2)/coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[2],0,6,0,lwd=2,col='red2') 

 

segments((log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])+2)/coef(y__delmodel(

w,q,m)[[4]])[2],m,log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])/coef(y__delm

odel(w,q,m)[[4]])[2],lwd=1,lty = "dashed",col='red2') 

segments(log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(w,q,

m)[[4]])[2],m,log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])/coef(y__delmodel

(w,q,m)[[4]])[2],0,lwd=1,lty = "dashed",col='red2') 

segments(log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(w,q,

m)[[4]])[2],0,(log(coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[1])-

2)/coef(y__delmodel(w,q,m)[[4]])[2],0,lwd=1,lty = 

"dashed",col='red2') 

 

} 

 

 

# fitting spé 

 

## signal spécifique 

 

sh1<-as.matrix(sh[c(24:31),2:13]) 

a0<-as.numeric(sh1[,1]) 

a1<-as.numeric(sh1[,2]) 

b0<-as.numeric(sh1[,3]) 

b1<-as.numeric(sh1[,4]) 

c0<-as.numeric(sh1[,5]) 

c1<-as.numeric(sh1[,6]) 

d0<-as.numeric(sh1[,7]) 

d1<-as.numeric(sh1[,8]) 

ctrl0<-as.numeric(sh1[,9]) 

ctrl1<-as.numeric(sh1[,10]) 

ei0<-as.numeric(sh1[,11]) 

ei1<-as.numeric(sh1[,12]) 
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dil<-c(26112,6528,3264,1632,816,408,204,100) 

x<-log10(dil);x 

x_<-1/x;x_ 

 

 

q<-2 

#Exécuter d'office 

 

 

#Verifier la linearité 

zdelmodel(a0,q);plot_nonspe(a0)  #zdelmodel[[1]] == data 

expérimentales 

zdelmodel(b0,q);plot_nonspe(b0)  #zdelmodel[[2]] == data 

expérimentales sans celles qui dévient > 2sd du modéèle linéaire 

zdelmodel(c0,q);plot_nonspe(c0)  #zdelmodel[[3]] == modèle 

liénaire après exclusion des valeurs aberrantes 

zdelmodel(d0,q);plot_nonspe(d0) 

zdelmodel(ei0,q);plot_nonspe(ei0) 

zdelmodel(ctrl0,q);plot_nonspe(ctrl0) 

 

#a0[c(8)]<-NA 

 

#A executer ensuite 

a1_<-a1-zdelmodel(a0,q)[[3]]   # calcul de la différence 

entre le signal sur puits coatés et le modèle linéaire des puits non 

coatés 

b1_<-b1-zdelmodel(b0,q)[[3]] 

c1_<-c1-zdelmodel(c0,q)[[3]] 

d1_<-d1-zdelmodel(d0,q)[[3]] 

ei1_<-ei1-zdelmodel(ei0,q)[[3]] 

ctrl1_<-ctrl1-zdelmodel(ctrl0,q)[[3]] 

 

#Verifier linearité 

max.ei1_<-LWBmodel(ei1_,q)[[1]][1];plot_lwb(ei1_,q) 

max.ctrl1_<-LWBmodel(ctrl1_,q)[[1]][1];plot_lwb(ctrl1_,q) 

max.a1_<-LWBmodel(a1_,q)[[1]][1];plot_lwb(a1_,q) 

max.b1_<-LWBmodel(b1_,q)[[1]][1];plot_lwb(b1_,q) 

max.c1_<-LWBmodel(c1_,q)[[1]][1];plot_lwb(c1_,q) 

max.d1_<-LWBmodel(d1_,q)[[1]][1];plot_lwb(d1_,q) 

 

#max.ei1_<-ei1_[8] 

#max.ctrl1_<-ctrl1_[8] 

#max.a1_<-a1_[8] 

#max.b1_<-b1_[8] 

#max.c1_<-c1_[8] 

#max.d1_<-d1_[8] 

 

#En cas de points à exclure, numero x point (-x) a remplacer dans le 

plot correspondant 

#dil<-dil[-c(1)] 

#max.c1_<-LWBmodel(c1_[-c(1)],q)[[1]][1];plot_lwb(c1_[-c(1)],q) 

#dil<-c(26112,6528,3264,1632,816,408,204,100) 

 

#Exécuter 

y__delmodel(ei1_,q,max.ei1_[[1]][1]);plot_spe(ei1_,max.ei1_[[1]][1]) 
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y__delmodel(ctrl1_,q,max.ctrl1_);plot_spe(ctrl1_,max.ctrl1_) 

y__delmodel(a1_,q,max.a1_);plot_spe(a1_,max.a1_) 

y__delmodel(b1_,q,max.b1_);plot_spe(b1_,max.b1_) 

y__delmodel(c1_,q,max.c1_);plot_spe(c1_,max.c1_) 

y__delmodel(d1_,q,max.d1_);plot_spe(d1_,max.d1_) 

 

#max.a1_<-a1_[8] 

#Verifier la sigmoide, suppression de points ci dessous (ligne 

respective + x) 

#x<-x[-3];x_<-x_[-3] 

#a1<-a1[-c(7)];a0<-a0[-c(7)] 

#b1<-b1[-6];b0<-b0[-6] 

#c1<-c1[-8];c0<-c0[-8] 

#d1<-d1[-7];d0<-d0[-7] 

#ei1<-ei1[-8];ei0<-ei0[-8] 

#ctrl1<-ctrl1[-8];ctrl0<-ctrl0[-8] 

 

#BORN SUP EXE (A FAIRE AVANT AJUSTEMENT SIGMOIDE) 

ei<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(ei1_,q,max.ei1_)[[4]])^2)/sum((y__delmodel(ei

1_,q,max.ei1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(ei1_,q,max.ei1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.ei1_, 

 log(coef(y__delmodel(ei1_,q,max.ei1_)[[4]])[1])/coef(y__delmode

l(ei1_,q,max.ei1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(ei1_,q,max.ei1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,ei1_,max.ei1_))[1:2]) 

ctrl<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[4]])^2)/sum((y__delmode

l(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.ctrl1_, 

 log(coef(y__delmodel(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[4]])[1])/coef(y__del

model(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(ctrl1_,q,max.ctrl1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,ctrl1_,max.ctrl1_))[1:2]) 

ech1<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(a1_,q,max.a1_)[[4]])^2)/sum((y__delmodel(a1_,

q,max.a1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(a1_,q,max.a1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.a1_, 

 log(coef(y__delmodel(a1_,q,max.a1_)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(

a1_,q,max.a1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(a1_,q,max.a1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,a1_,max.a1_))[1:2]) 

ech2<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(b1_,q,max.b1_)[[4]])^2)/sum((y__delmodel(b1_,

q,max.b1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(b1_,q,max.b1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.b1_, 

 log(coef(y__delmodel(b1_,q,max.b1_)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(

b1_,q,max.b1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(b1_,q,max.b1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,b1_,max.b1_))[1:2]) 

ech3<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(c1_,q,max.c1_)[[4]])^2)/sum((y__delmodel(c1_,
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q,max.c1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(c1_,q,max.c1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.c1_, 

 log(coef(y__delmodel(c1_,q,max.c1_)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(

c1_,q,max.c1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(c1_,q,max.c1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,c1_,max.c1_))[1:2]) 

ech4<-c(1-

(sum(resid(y__delmodel(d1_,q,max.d1_)[[4]])^2)/sum((y__delmodel(d1_,

q,max.d1_)[[3]]-

mean(y__delmodel(d1_,q,max.d1_)[[3]],na.rm=T))^2,na.rm=T)), 

 max.d1_, 

 log(coef(y__delmodel(d1_,q,max.d1_)[[4]])[1])/coef(y__delmodel(

d1_,q,max.d1_)[[4]])[2], 

 -coef(y__delmodel(d1_,q,max.d1_)[[4]])[2]/4, 

 coef(coeflinmodel2(x,d1_,max.d1_))[1:2]) 

#BORNE INF EXE 

 

 

output<-

data.frame(ei,ctrl,ech1,ech2,ech3,ech4,row.names=c("r²","max","titre

","pente","blin","Ka")) 

output 

output[2,3:6]<-output[2,3:6]/output[2,1] 

output[6,3:6]<-log10(output[6,3:6]) 

output 

 

library(xlsx) 

write.xlsx(output, "c:/users/yanni/desktop/f42 S7 M.xlsx") 

 

  



190 

 

 



Acknowledgement of receipt
We hereby acknowledge receipt of your request for grant of a European patent as follows:

Submission number 1000473357

Application number EP18306003.7

File No. to be used for
priority declarations

EP18306003

Date of receipt 23 July 2018

Your reference B2796EP00

Applicant SORBONNE UNIVERSITE

Country FR

Title METHODS FOR DIAGNOSING A CEREBRAL AMYLOID ANGIOPATHY

Documents submitted package-data.xml ep-request.xml

application-body.xml ep-request.pdf (5 p.)

SPECEPO-1.pdf\B2796EP TEXT.pdf
(21 p.)

SPECEPO-2.pdf\B2796EP
figures.pdf (3 p.)

Submitted by CN=Marion Chajmowicz 9853

Method of submission Online

Date and time receipt
generated

23 July 2018, 17:30:59 (CEST)

Official Digest of
Submission

F5:58:07:64:CE:A9:B5:BA:53:B2:98:AE:DA:95:B4:4F:95:17:B4:27

/INPI, section dépôt/

191

Annexe II : Brevet EP18306003 intitulé Methods for diagnosing a cerebral amyloid angiopathy



   

 

1 

 

The present invention relates to methods for diagnosing or determining the risk of developing 

clinical manifestations of cerebral amyloid angiopathy (CAA) in a human subject, which is 

frequent in elderly. 

Background of the invention 

Cerebral amyloid angiopathy results from deposits of amyloid material inside blood vessel 5 

walls of the cortex and/or leptomeninges. The prevailing form of sporadic CAA is due to 

progressive, age-dependent accumulation of aggregated amyloid-β peptide (Aβ), mainly the 

40-aminoacid form (Aβ1-40). The incidence of CAA is elevated in the elderly (over 35%, 45% 

and 70% during the 6th, 7th and 8th decades, respectively) and even higher in patients with 

Alzheimer’s disease (AD). Lobar hemorrhage (LH) is the main complication of sporadic 10 

CAA and a major health concern due to frequent short-term mortality and growing incidence 

linked to increasing prescription of antithrombotic drugs in aged people (Béjot et al., 2013). 

Besides hemorrhagic features (CAA-he), CAA-related inflammation (CAA-ri) is a rare but 

severe complication that manifests as a corticosensitive Aβ-related angiitis (ABRA) and/or 

perivascular cerebral inflammation (Salvarani et al., 2013).  15 

Pathophysiological mechanisms triggering CAA-he and CAA-ri manifestations remain 

obscure. However, it is worth noting that AD patients receiving monoclonal anti-Aβ antibody 

infusions frequently develop dose-dependent severe adverse events, in connection with 

amyloid-related imaging abnormalities (ARIA) analogous to magnetic resonance imaging 

(MRI) features of CAA-he (ARIA-H for hemorrhagic) and CAA-ri (ARIA-E for effusion) 20 

(Sperling et al., 2011).  

Definite pathological diagnosis of CAA is either post-mortem or requires invasive cerebral 

biopsy, and therefore it is seldom achieved. At present, neuroimaging markers are the basic 

tools for identifying probable CAA on the basis of the Boston criteria (Knudsen et al., 2001; 

Linn et al., 2010). There is thus an acute need for early diagnosis of CAA with circulating 25 

biomarkers that would allow discriminating or predicting the occurrence of CAA-he and 

CAA-ri. Especially, early diagnosis of CAA-he may allow prevention, including avoidance of 

thrombolytic and anti-thrombotic therapies (Wilson et al 2018). Indeed a particular issue is 

presently the screening for asymptomatic CAA in patients who are being prescribed long term 

anticoagulation, for instance in atrial fibrillation. Asymptomatic CAA causes a higher risk of 30 

iatrogenic cerebral hemorrhage (Wilson et al. 2018). The only reliable test to date is cerebral 
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MRI, which cannot be performed as a screening test in such a large population of patients. 

The availability of a blood biomarker would stratify subjects who need an MRI. 

A blood biomarker of CAA-ri may shorten what remains a challenging diagnosis, prevent 

cerebral biopsy and therapeutic testing with potentially iatrogenic immunosuppressant drugs, 

and provide a biomarker of disease progression under treatment; thus reducing the high 5 

mortality rate of this disease. 

 

Summary of the invention 

The invention provides an in vitro method for diagnosing cerebral amyloid angiopathy 

(CAA), or for diagnosing or determining the risk of developing a complication of CAA, in a 10 

human subject, which method comprises analyzing serial dilutions of a plasma or serum 

sample of the subject, for determining at least one binding parameter of antibodies present 

therein, wherein said antibodies are anti-Aβ amyloid peptide(s) antibodies.  

Preferably the method distinguishes the class and/or subclass of such antibodies. 

In preferred embodiments, the complication may be hemorrhagic CAA or inflammatory 15 

CAA. 

In preferred embodiments, the Aβ peptide is Aβ1−40 or Aβ1−42  peptide. 

In a particular embodiment, the Aβ peptide is soluble Aβ1−40 and the anti-soluble Aβ1−40  

antibodies to monitor preferably are IgG antibodies, preferably IgG3, IgG1 or IgG4 

antibodies, still preferably IgG3 antibodies. 20 

In another embodiment, the Aβ peptide is fibrillar Aβ1−40, and the anti-fibrillar Aβ1−40 

antibodies preferably are IgM antibodies. 

In a particular embodiment, the antibodies are detected by means of a chromogenic or 

fluorescent labelling, preferably the antibodies are detected by means of an indirect 

immunoassay on immobilized antigen using a secondary anti-human immunoglobulin 25 

antibody that carries a chromogenic enzyme or fluorescent label.  

The binding parameter may typically be i) the titer of said antibodies as determined at 50% 

maximum binding, ii) the affinity or avidity constant, iii) the steepness of the dilution curve, 

and/or iv) the maximum optical density observed, preferably normalized with an internal 

standard.  30 
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In a most preferred embodiment, the method comprises determining an index (designated 

“MAST-index”) that is a weighted summation of the following binding parameters: i) the titer 

of said antibodies as determined at 50% maximum binding, ii) the affinity or avidity constant, 

iii) the maximum optical density, preferably normalized with an internal standard, and iv) the 

steepness of the dilution curve.  5 

The method may particularly comprise determining the MAST-index of anti-soluble 

Aβ1−40 IgG antibodies, wherein a higher MAST-index of anti-soluble Aβ1−40 IgG antibodies 

compared to control is indicative of a subject with a CAA complication of the inflammatory 

(CAA-ri) type, or of a higher risk for the subject to develop a CAA-ri, preferably wherein the 

anti-soluble Aβ1−40 IgG antibodies are anti-soluble Aβ1−40 IgG3 antibodies.  10 

The method may also, or alternatively, comprise determining the MAST-index of anti-fibrillar 

Aβ1−40 IgM antibodies, wherein a higher MAST-index of anti-fibrillar Aβ1−40 IgM antibodies 

compared to control is indicative of a subject with a CAA complication of the haemorrhagic 

(CAA-he) type, or of a higher risk for the subject to develop a CAA-he. 

In a particular embodiment the method comprises determining at least one binding parameter 15 

of anti-soluble Aβ1−40 IgG antibodies and at least one binding parameter of anti-fibrillar 

Aβ1−40 IgM antibodies in a plasma or serum sample of the subject. 

Such method may comprise conducting a multiplex immunoassay.  

The method of the invention makes it possible to detect and monitor cerebral amyloid 

angiopathy manifestations that are either spontaneous or induced by anti-Aβ immunotherapy. 20 

It further helps stratifying subjects who require an MRI. 

 

Legends to the Figures 

Figure 1. MRI findings of hemorrhagic features of CAA. A, cerebral MRI in magnetic 

susceptibility sequence (T2 *) shows acute right frontal lobar hemorrhage, a left parietal lobar 25 

microbleed and diffuse cortical superficial siderosis. B, cerebral MRI in fluid attenuation 

sequence (FLAIR) shows the lobar hemorrhage but the microbleed and the superficial 

siderosis are not visible on that MRI sequence. 

Figure 2. Clinical and MRI findings of an illustrative case of CAA-related inflammation. A 

81-year-old patient (patient no. 1), presents with subacute onset of confusion and progressive 30 

aphasia over 2 months. A) cerebral MRI in fluid attenuation sequence (FLAIR) shows left 
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temporo-occipital hypersignal responsible for a mass effect. B) cerebral MRI in magnetic 

susceptibility sequence (T2*) shows multiple bilateral lobar cortical microhemorrhages. C) 

cerebral MRI in FLAIR sequence shows hypersignal regression after 6 weeks of 

corticosteroid therapy associated with clinical improvement. 

Figure 3. Determination of dilution curve parameters by sigmoid modeling and linearization 5 

procedure. The left-side panel illustrates the dilution curve obtained from a human serum 

sample following acidic dissociation of circulating immune complexes and neutralization, 

incubated on coated m42 antigen and revealed with HRP-conjugated anti-IgG secondary 

antibody. The dashed thick line represents the sigmoid modeling of the curve, accurately 

described by i) the y value of the left-sided plateau (Max), which reflects the antigen 10 

recognition diversity; ii) the x value at the inflexion point (Titer), which depends on the 

concentration of antibodies in the sample; iii) the steepness at the inflexion point (Steepness), 

which reflects cooperativity phenomena involved in the binding of the antibody. The right-

side panel shows the linearization of the same experimental points and sigmoid model, and 

allows the determination of an apparent constant of avidity (K’a App), which reflects the 15 

mean affinity of the diverse antibody binding sites. 

Figure 4. Discriminant anti-Aβ serological features in CAA-he and CAA-ri. A, circulating 

anti-soluble Aβ1-40 IgG3 MAST-index in the 3 study groups; B, circulating anti-fibrillar 

Aβ1-40 IgM MAST-index in the 3 study groups; C, ROC curve of anti-soluble Aβ1-40 IgG3 

MAST-index for discriminating CAA-ri from controls; D, ROC curve of anti-fibrillar Aβ1-40 20 

IgM MAST-index for discriminating CAA-he from controls. Boxes indicate IQR. Central 

bars indicate median. Error bars indicate last extreme value below 1.5 times the 2nd or 3rd 

quartile. AU, arbitrary units. CAA-he, hemorrhagic acute complication of cerebral amyloid 

angiopathy. CAA-ri, cerebral amyloid angiopathy-related inflammation. Se, sensitivity. Sp, 

specificity. AUC, area under the curve. 25 

 

Detailed Description of the invention 

Definitions 

The subject may be any human patient, regardless of the gender or age, suspected of having a 

cerebral amyloid angiopathy or being at risk of, or predisposed to, developing cerebral 30 

amyloid angiopathy. In a particular embodiment, the subject is more than 50 years old. In a 
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particular embodiment, the subject may be afflicted with Alzheimer’s disease (AD). 

Asymptomatic subjects are included.  

Subjects at risk of developing a cerebral amyloid angiopathy include every subject over 50 

years old, patients diagnosed with typical sporadic AD, ‘atypical’ sporadic focal forms of AD 

such as posterior cortical atrophy and primary progressive aphasia, patients with hereditary 5 

forms of AD, patients with Down’s syndrome as well as patients treated with anti-Aβ 

immunotherapy. Other risk factors include aging, genetic risk factors, such as mutations of the 

amyloid precursor protein (APP) or presenilin genes, or the ε2 or ε4 alleles of the ApoE gene, 

or non-genetic risk factors, such as hypertension, or thrombolytic, anticoagulation, and 

antiplatelet therapies.  10 

Patients who are being prescribed long term anticoagulation therapy, for instance in atrial 

fibrillation, are particular candidates for the present test.  

  

The amyloid beta peptide (Aβ peptide) may be considered the main product of the proteolytic 

processing of the Amyloid Precursor Protein (APP). There are various isoforms of Aβ that 15 

differ by the number of amino acid residues at the C-terminal end of the peptide. The isoform 

Aβ40 has 40 residues. Aβ42 is less soluble than Aβ40 and is more prone to aggregation. The 

Aβ peptides have a specific type of β-sheet arrangement that favors the polymerization and 

aggregation, leading to the formation of oligomeric species that diffuse through the interstitial 

fluids. Aβ monomers tend to aggregate and polymerize, forming oligomers, protofibrils and 20 

fibrils. 

An anti-Aβ immunotherapy typically refers either to passive immunization by injecting 

monoclonal antibodies (mAb) directed against the Aβ peptide, such as e.g. bapineuzumab, 

ponezumab, solanezumab, gantenerumab, aducanumab, crenezumab or BAN-2401, or to 

active immunization by using antigens generating a B-cell elective response without anti-Aβ 25 

T-cell response, thus generating solely anti-Aβ antibodies, e.g. CAD-106. 

The term “CAA-he” refers to a hemorrhagic acute complication of cerebral amyloid 

angiopathy. Figure 1 shows MRI findings of hemorrhagic features of CAA.  

“CAA-ri” means cerebral amyloid angiopathy-related inflammation. It manifests as a 

corticosensitive Aβ-related angiitis (ABRA) and/or perivascular cerebral inflammation. CAA-30 

ri manifests as acute or subacute symptoms with headache, decrease in consciousness, 

behavioral change, or focal neurological signs and seizures. MRI shows unifocal or 
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multifocal, corticosubcortical or deep white matter hyperintensities (WMH) lesions that are 

asymmetric and extend to the immediately subcortical white matter, associated to 

corticosubcortical hemorrhagic lesions characteristic of CAA (Figure 2). 

The biological sample is derived from blood. It may be any plasma or serum sample. The 

biological sample can be used directly, or it can be subjected to a processing step before being 5 

tested. 

The term “control” (or “control value”) typically refers to a value yielded upon analysis of a 

serum from a healthy individual (“control subject”) who is not affected with CAA-he nor 

CAA-ri as assessed using clinical and imaging studies, as described below. These control 

values represent reference data for comparing CAA-he and CAA-ri values. 10 

In order to evaluate the progression of the pathological condition, it may be useful to test a 

patient and to verify the effect of a treatment or the progression of the pathological condition 

by testing the patient again, for example with a gap of several months. In this case, the results 

of the second test are compared with the results of the first test. 

In the context of the present invention, a “binding parameter” is a quantitative figure that can 15 

be determined upon measurement of antibody binding to immobilized Aβ peptide using serial 

dilutions of a given serum or plasma sample. Four distinct binding parameters may typically 

be defined, i.e. i) the titer of said antibodies as determined at 50% maximum binding, ii) the 

affinity or avidity constant, iii) the steepness of the dilution curve, and/or iv) the maximum 

optical density observed, preferably normalized with an internal standard. Such parameters 20 

are described in the Experimental section as well. 

The term “capture antigen” is intended to mean an antigen, preferably attached to a solid 

phase, which is capable of retaining said at least one antibody present in a biological sample, 

by affinity binding. The capture antigen may be labeled. In the present invention, an example 

of capture antigen is a Aβ peptide, such as a Aβ40 peptide, a Aβ42, or fragments thereof, e.g a 25 

Aβ peptide of 38 or 39 or 41 amino acids only.  

The term “labeled” refers both to a direct labeling (by means of enzymes, radioisotopes, 

fluorochromes, luminescent compounds, etc.) and to an indirect labeling (for example by 

means of antibodies which are themselves directly labeled or using reagents of a labeled 

“affinity pair”, such as, but nonexclusively, the labeled avidin-biotin pair, etc.). 30 
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Assaying the auto-antibodies 

The methods of the invention encompass analyzing biological samples that may contain 

circulating auto-antibodies that recognize several possible forms of Aβ peptides, including 

soluble Aβ1−40 peptide or fibrillar Aβ1−40  peptide, or soluble Aβ1−42 peptide or fibrillar Aβ1−42  

peptide. 5 

In preferred embodiments, the methods of the invention comprise determining the MAST-

index of anti-soluble Aβ1−40 IgG3 antibodies or anti-fibrillar Aβ1−40 IgM antibodies in a 

plasma or serum sample of the subject. 

The biological sample is a plasma or serum sample, preferably a serum sample, at several 

dilutions, preferably between 1/20th and 1/50000th, in order to obtain a dilution curve. 10 

Advantageously, the binding parameters can be determined by an immunoassay. 

The biological sample can be optionally treated in a prior step, or brought directly into contact 

with at least one capture antigen. 

The method according to the invention can be carried out according to various formats well 

known to those skilled in the art: in solid phase or in homogeneous phase; in one step or in 15 

two steps, or more; in a competition method, by way of nonlimiting examples. 

According to one preferred embodiment, the capture antigen is immobilized on a solid phase. 

By way of nonlimiting examples of a solid phase, use may be made of microplates, in 

particular polystyrene microplates. Use may also be made of solid particles or beads, 

paramagnetic beads, or else polystyrene or polypropylene test tubes, etc. 20 

An immunoassay format for detecting antibodies by competition is also possible. Other 

immunoassay modes can also be envisioned and are well known to those skilled in the art. 

ELISA assays, radioimmunoassays, immunofluorimetric assays, or any other detection 

technique can be used for revealing the presence of the antigen-antibody complexes formed. 

According to one particular preferred embodiment, the capture antigen is a soluble Aβ1−40  25 

peptide or a fibrillar Aβ1−40 peptide.  

By way of illustration, Aβ peptides, such as soluble or fibrillar Aβ1-40 can be used as antigens 

in an indirect immunoassay such as an indirect ELISA. Serum samples can be pretreated for 

acidic dissociation of immune complexes prior to incubation in plates sensitized with each Aβ 

antigenic preparation. Bound antibodies belonging to IgM class, IgA class, and IgG class and 30 
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subclasses are revealed using appropriate specific antibody reagents. For instance, conjugated 

anti-mouse IgG for anti-human IgG subclasses, or anti-human IgG, IgA, and IgM, preferably 

conjugated with peroxidase or alkaline phosphatase, may be used. 

In another example, the capture antigen may be labelled, e.g. by being coupled to a 

glutathione S transferase (GST), before being deposited on a microplate. 5 

In a particular embodiment, the method comprises determining both the MAST-index of anti-

soluble Aβ1−40 IgG3 antibodies and the MAST-index of anti-fibrillar Aβ1−40 IgM antibodies in 

a blood or serum sample of the subject. In that embodiment, the method can comprise 

conducting a multiplex immunoassay, namely combining detection of anti-soluble β1−40 IgG3 

antibodies and detection of anti-fibrillar Aβ1−40 IgM antibodies in a single reaction volume. 10 

The diagnosis methods described herein allows prevention of CAA manifestations, more 

particularly CAA-he or CAA-ri, e.g. by avoiding additional risk factor(s) such as anti-Aβ 

immunotherapy, hypertension, or thrombolytic, anticoagulation, and antiplatelet therapies.  

An immunosuppressive treatment could also be envisioned, as subacute leukoencephalopathy 

associated with CAA-related inflammation or angiitis was reported to respond. 15 

 

Evaluation of the efficacy of a treatment 

Another aspect of the invention is an in vitro method for evaluating the efficacy of a treatment 

for CAA manifestations, which comprises determining the presence and/or the amount of at 

least one antibody as defined above in a biological sample originating from a patient, at 20 

various times before, during or after the treatment, a decrease in the amount of said at least 

one antibody over time being indicative of an improvement in the CAA complications. 

 

The Figures and Example below illustrate the invention without limiting its scope. 

  25 
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EXAMPLE: Distinctive serum anti-Aβ antibodies features during haemorrhagic and 

inflammatory complications of cerebral amyloid angiopathy 

Material & Methods  

Study design and participants 5 

All patients and control subjects underwent a complete set of clinical, biological and imaging 

analyses. Medical files and MRI from 9 centers were all reviewed by one trained neurologist 

(JC) to insure that diagnosis criteria were evenly met. Diagnosis of CAA-he was made 

according to the revised Boston’s criteria (Linn et al., 2010). Since controversy exists about 

the diagnostic value of microbleeds (MB) in the absence of LH (Martinez-Ramirez et al., 10 

2015), a history of LH or a high number of MB (>50) were required to insure a diagnosis of 

CAA. Diagnosis of CAA-ri was made according to Auriel et al. (Auriel et al., 2016). Control 

subjects were selected on the following criteria: age ≥ 60 years; clinically: transient ischemic 

attack, seizure or differential diagnoses (vertigo or hypotension for instance), and absence of 

known cognitive deficit; on MRI: absence of spontaneous hemorrhage, MB or cSS, and 15 

absence of acute cerebral lesion. 

MB count was rated according to the microbleed anatomical rating scale (MARS) (Gregoire 

et al., 2009). Leukoencephalopathy was graded according to the Fazekas’s scale (Fazekas et 

al., 1987). Hippocampal atrophy was graded according to the Scheltens’ criteria (Scheltens et 

al., 1992). Blood samples were collected in the acute phase, prior to corticosteroid 20 

administration for CAA-ri. Serum aliquots were kept frozen at -80°C until use. The study 

protocol was approved by the Ethic Committee “Paris Ile de France V”. 

 

Table 1. Characteristics of the Study Groups 

Clinical group Control CAA-he CAA-ri 

Number of subjects 28 20 12 

Age, median (range), years 71 (62 – 89) 74 (60 – 90) 72.5 (64 – 86) 

Male/Female 15/13 11/9 5/7 

Serum storing time, median 

(range), months 

19 (3 – 42) 16 (3 – 50) 27 (4 – 55) 

Abbreviations: CAA-he, cerebral amyloid angiopathy-related hemorrhage; CAA-ri, cerebral amyloid 25 

angiopathy-related inflammation. 
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Aβ preparations 

This protocol has been extensively described elsewhere (Charidimou et al., 2017; Yamada et 

al., 2015). Purified (>95%) synthetic Aβ1-40 and Aβ1-42 peptides (Proteogenix, Schiltigheim, 

France) were dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; Sigma-Aldrich), and 150 

or 450 µg aliquots were transferred to low retention tubes. Aliquots were evaporated, dried in 5 

a SpeedVac, and stored at -20 °C until use. For peptide soluble preparations, aliquots of 

lyophilized Aβ were dissolved in 10µL dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich), sonicated 

for 3 min at 300 Watts, mixed just before use with 90 µL of HEPES 30mM NaCl 10mM Cu2+ 

10eq pH 7.4 buffer, or HEPES 30mM NaCl 160mM Cu2+ 10eq pH 7.4 buffer, respectively for 

Aβ1-42 and Aβ1-40. For fibril preparations, lyophilized Aβ was dissolved in 10µL DMSO, 10 

sonicated 3 min at 300 Watts, mixed with 90 µL HCl 0.01N or HEPES 30mM NaCl 160mM 

pH 7.4 buffer, and incubated at 37°C during 72h or 15 days, respectively for Aβ1-42 and Aβ1-

40. 

Anti-Aβ antibodies detection by multiplex ELISA 

Freshly prepared soluble or fibrillar Aβ1-40 and Aβ1-42 (hereafter termed m40, m42, f40 or f42, 15 

respectively) were used as antigens in an indirect ELISA.  

Freshly prepared soluble or fibrillar Aβ1-40 and Aβ1-42 (hereafter termed m40, m42, f40 or f42) 

were diluted to 15 µg/mL in coating buffer (HEPES 30mM NaCl 160mM or 10 mM (for Aβ1-

40 and Aβ1-42, respectively) Cu2+ 10eq (for monomers) pH 7.4), distributed at 100 µL per well 

into flat-bottomed ELISA plates (Greiner BioOne) and incubated 16 hours at 4°C. Blank 20 

control wells were filled with same volumes of corresponding buffer.  

Serial dilutions of serum samples at 1:50 to 1:12800 in 0.1 M Glycine-HCl buffer pH 3.0, 

were left 40 minutes at 20°C for dissociation of immune complexes, neutralized to pH 7.4 by 

adding the same volume of 2xPBS BSA 4% NaOH 0.02N, then 100µL were immediately 

deposited into m40-, m42-, f40- or f42-coated ELISA plates and incubated 1h at 20°C.  25 

After 8 washes with PBS Tween-20 0.05%, bound antibodies of each IgG subclass were 

detected by 16h incubation at 4°C of monoclonal anti-human IgG1, IgG2, IgG3, or IgG4 

antibodies (clones NL16, GOM2, ZG4 and RJ4, respectively, courtesy of Dr Margaret 

Goodall, University of Birmingham, UK). After 8 washes with PBS Tween-20 0.05%, 

antibodies belonging to IgG, IgA and IgM classes and IgG subclasses were revealed after 1h 30 

incubation at 20°C with peroxidase (HRP)-conjugated antisera (anti-mouse IgG for IgG 
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subclasses, or anti-human IgG, IgA, and IgM, 1:5000 in washing buffer, Jackson 

ImmunoResearch Inc).  

Washed plates were revealed with H2O2/o-phenylene-diamine substrate in urea buffer pH 5.0, 

the reaction stopped with 2N H2SO4, and optical densities (OD) measured at 492 nm.  

Determination of dilution curve parameters 5 

Non-specific signals were subtracted from corresponding overall signals in order to retain 

values relating to specific binding of anti-Aβ antibodies. The best fitting curve for modeling 

serum dilutions followed a sigmoid model and was calculated using a non-linear least square 

approach to link specific OD with sample dilution as follows: 

	 =
1 + . .

 10 

where x corresponds to the dilution factor expressed in logarithmic units. For a given curve, 

constants a, b and c were used in the following analysis.  

The a constant represents the asymptotic maximum of the curve on the y-axis (OD units) that 

reflects the maximum amount of antigenic determinants bound by tested anti-Aβ antibodies. 

In order to obliterate its inter-assay variance, this parameter was expressed as a ratio with the 15 

maximum given by the curve of a reference serum pool included in all assays, i.e. serving as 

internal standard. Hence, what is hereafter termed Max has no unit and directly reflects the 

amount of coated binding sites, i.e. the epitopic diversity of anti-Aβ antibodies. The x-axis 

coordinate at the inflexion point of the sigmoid dilution curve can be calculated as ln(b)/c 

(where ln(b) is the napierian logarithm of b), and represents the dilution factor in logarithmic 20 

units that yields 50% of the Max signal. For a monoclonal antibody, this parameter depends 

on its concentration and on the affinity of the epitope-binding site. For polyclonal antibodies, 

this parameter reflects partially the overall concentration of anti-Aβ antibodies of a given 

isotype, and partially their overall avidity. This parameter will be hereafter termed Titer, and 

is expressed as an absolute number that represents a dilution factor in decimal logarithmic 25 

units. The steepness of the sigmoid curve at the inflexion point can be calculated as –c/4. It 

depends on the a constant and on cooperativity phenomena that can occur between distinct 

antibody binding sites. What will be hereafter termed Steepness corresponds to –c/4a and 

expresses the loss of relative OD units per dilution factor (in decimal logarithmic units), at the 

inflexion point of the curve. 30 

A 4th experimental parameter, hereafter referred to as KA’ App, corresponds to the apparent 

affinity of anti-Aβ antibodies of a given isotype. It was calculated through a linearization 

procedure of the sigmoid curve3 following the equation: 
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1

1 − ⁄
= ′ 	 ×

10

⁄
+  

This parameter is expressed in dilution factor units and translates the overall avidity of anti-

Aβ antibodies of a given isotype. Therefore, it is not independent from values of Steepness 

and Titer, because cooperativity phenomena influence apparent avidity, and apparent titer 

directly depends on avidity. However, these 3 parameters are not strictly equivalent, and each 5 

reflects in a subtle manner different aspects of antigen/antibody binding. 

Determination of the MAST index 

A single index was calculated from the 4 parameters described above, yielded by analyses of 

each antibody isotype on each Aβ antigenic isoform. In order to reduce the number of 

variables of interest, and thus the family-wise error rate, we used the first principal component 10 

of PCA performed on overall parameters to summarize the maximum information given by 

the 4 redundant variables of each curve. It is worth noting that these coefficients did not differ 

significantly between clinical groups, antigenic preparations or antibody isotypes. The first 

component of PCA determined the weight coefficients of the index formula, as follows: Index 

= 0.2316*Max + 0.6717*Titer + 0.1413*Steepness + 0.6894*K’A App.  15 

Quality management of multiplex ELISA 

In order to minimize bias due to manipulator and inter-assay variability, samples were 

randomized and analyzed blindly. Nevertheless, each experiment included samples from all 

clinical groups, in such a way that any experimental bias would comparably affect results of 

all groups. In each experiment, an internal standard made of pooled human sera was used in 20 

order to normalize OD between experiments, standardize Max results, and thus reduce inter-

assay variability due for instance to enzymatic revelation. Another pool of human sera served 

as an internal control in order to assess variability between experiments. ELISA plates that 

gave internal control results over 2.5 x standard deviation (sd) from mean values on one or 

more parameters were discarded. Goodness-of-fit of the sigmoid curve modeling was assessed 25 

by square-deviation, and only assays with R > 0.9 were validated.  

Sigmoid dilution curve parameters and definition of a summary index 

The best fitting curve for modeling serum dilutions followed a sigmoid model which, in 

addition with a linearization procedure, led to the measurement of 4 experimental parameters 

per curve: the maximum, the titer, the steepness, and the apparent avidity constant (K’A App), 30 

which account for the number of bound epitopes, the serum concentration, and the overall 

apparent binding strength of the revealed antibody isotype. Besides inter-individual variability 
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of naturally occurring antibodies, these parameters are not independent, reflecting different 

aspects of the anti-Aβ humoral immune response, such as clonal expansion and affinity 

maturation. Since they provide redundant information, we defined an index called MAST for 

Maximum, Avidity, Steepness, Titer, as a linear combination of the 4 parameters, weighted 

using first component factors from principal component analysis (PCA). This summary index 5 

quantifies concomitant variations in anti-Aβ antibodies diversity, concentration and avidity. It 

was determined for the 6 studied isotypes (IgG, IgA, IgM, IgG1, IgG3 and IgG4; IgG2 assays 

yielded insignificant signals in all tested cases) detected on 4 different antigenic preparations 

(m40, m42, f40 and f42 isoforms of Aβ).  

Statistical analysis 10 

Differences in anti-Aβ antibodies indexes between CAA, CAA-he or CAA-ri patients and 

controls were assessed using Mann-Whitney test with Bonferroni correction procedure for 

multiple comparison (two-sided, α=.05). Exploratory analysis of the raw dilution curve 

parameters affecting the index was performed post-hoc using one-sided tests, according to the 

sign of the corresponding coefficient within the index formula. The performances of the 15 

statistically significant indexes were assessed using ANOVA to test univariate logistic 

regression models against the null model, and using receiver operating characteristic (ROC) 

curves to determine overall sensitivity, specificity and area under the curve (AUCs). Optimal 

cutoff values were selected as corresponding to maximum accuracy (i.e. 0.5*(sensitivity + 

specificity). We limited our analysis to univariate models to avoid the selection of over-fitted 20 

models, and the robustness of each selected model was assessed by 10-fold stratified cross-

validation procedure, with a critical lower limit of the 95% confidence interval below 50% of 

specificity, sensitivity or AUC. R version 3.3.2 was used for analyses (R Core Team, 2016). 

The ROCR package was used for performances analysis (Sing et al., 2005). 

Results  25 

The study included 60 subjects whose main characteristics are presented in Table 1 above. 

Nineteen out of the 20 patients with CAA-he met the diagnosis criteria for probable CAA 

with LH. The remaining patient had 2 thalamic MB but he also had more than 200 lobar MB 

along with typical amyloid spells (transient aphasia and visual flashes) and was therefore 

included in the CAA-he group. The other 19 patients had probable CAA with LH, and were 30 

studied in the acute setting of the LH. All CAA-ri patients but one (patient 5), met the 

diagnostic criteria of probable CAA-ri. In patient 5, although MRI diagnostic criteria were not 
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met due to the absence of typical white matter hyperintensities (WMH), diagnosis was made 

upon cerebral biopsy. When the patient relapsed 10 months after treatment cessation, typical 

WMH and growth of MB count were typical of CAA-ri. Serum samples were stored during 

19, 16, and 27 months (medians), respectively for the control, CAA-he and CAA-ri groups.  

The reliability of the multiplex ELISA was assessed considering the goodness-of-fit of the 5 

sigmoid modeling, and the inter-assay variability, and showed performances within the 

acceptability limits. A single index was calculated from the parameters of each sigmoid 

dilution curve.  

We expected correlations to be found between the four parameters of the dilution curves, as 

they reflect different aspects of antibodies (concentration, avidity and diversity of epitope 10 

recognition) that vary together during humoral responses. As expected, all 4 parameters were 

same-signed in the first-component, which implies positive correlation between the first 

component index and each raw parameter. Of note, the 4 coefficients associated to 

corresponding parameters for building the first component were within the same order of 

magnitude, i.e. below 5-fold fluctuation. This means that the index is not drastically over-15 

determined by one parameter alone. The first-component explains over 80% of the variance, 

and hence translates efficiently into one index the overall variability of the 4 dilution curve 

parameters.  

See Figure 3 and Table 2. 

Table 2 Sigmoid modeling goodness-of-fit and internal control mean CV, by antigenic 20 

preparations and antibody isotypes.  

 Overall m4

0 

m4

2 

f40 f42 IgG IgA Ig

M 

IgG

1 

IgG

3 

IgG

4 

R² (mean) 0,97 0,98 0,98 0,97 0,97 0,99 0,98 0,99 0,98 0,96 0,95 

Max (mean CV) 16% 18

% 

15

% 

18

% 

15

% 

13

% 

17

% 

17

% 

16% 19% 16% 

Titre (mean CV) 7% 8% 6% 9% 7% 5% 8% 7% 6% 8% 13% 

Steepness (mean 

CV) 

16% 16

% 

12

% 

17

% 

19

% 

14

% 

17

% 

17

% 

13% 18% 19% 

K'A App (mean 

CV) 

12% 9% 9% 15

% 

14

% 

8% 13

% 

15

% 

11% 12% 10% 

Goodness-of-fit was evaluated by mean R² with an arbitrary acceptance limit of R = 0.9. 

Reproducibility of each parameter was expressed with mean coefficient of variation (CV) for the 

corresponding parameter. Mean R² were obtained from dilution curves of patients, internal standard 

and internal controls (n=2160, 540, and 360 for overall, by antigen, and by isotype R², respectively). 25 
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Mean CV were obtained from dilution curves obtained with pooled sera serving as internal control 

(n=360, 90 and 60 for overall, by antigen, and by isotype CV, respectively). 

 

The anti-m40 IgG3 antibody MAST-index was higher in overall CAA (median, [interquartile 

range (IQR)], 4.36 [4.26–4.46]; P=.001) and in CAA-ri (median [IQR], 4.46 [4.33–4.56]; 5 

P=.002) compared with the control group (median [IQR], 4.11 [3.87–4.22]). The difference 

for CAA-he patients compared with the control group did not remain statistically significant 

after Bonferroni’s correction (median [IQR], 4.34 [4.00–4.43]; P=.08), although two distinct 

subgroups within CAA-he seem to emerge (Figure 4A). Exploratory analysis of observed 

differences in the raw dilution curve parameters of anti-m40 IgG3 was performed post-hoc. 10 

Max (median [IQR], 1.23 [1.09–1.76] vs 0.96 [0.81–1.17]; P=.02), titer (median [IQR], 3.00 

[2.86–3.14] vs 2.78 [2.62–2.92]; P=.004) and K’A App (median [IQR], 2.91 [2.80–3.15] vs 

2.75 [2.59–2.91]; P=.03) of anti-m40 IgG3 antibodies were higher in CAA-ri compared with 

controls, which may correspond to higher diversity of epitope binding, higher serum 

concentration, and higher avidity. 15 

The anti-f40 IgM MAST-index was higher in overall CAA (median [IQR], 4.18 [3.99–4.39]; 

P=.04) and in CAA-he (median [IQR], 4.29 [4.18–4.42]; P=.002) compared with the control 

group (median [IQR], 4.04 [3.91–4.15]). No statistically significant difference appeared for 

CAA-ri patients compared with the control group (median [IQR], 3.99 [3.88–4.24]; P=.96) 

(see Figure 4B). Post-hoc analysis of the raw dilution curve parameters suggested higher titer 20 

(median [IQR], 2.82 [2.78–2.97] vs 2.71 [2.68–2.80]; P=.02) and K’A App (median [IQR], 

3.00 [2.82–3.06] vs 2.76 [2.70–2.95]; P=.006) of anti-f40 IgM antibodies in CAA-he 

compared with controls, suggesting higher serum concentration, and higher avidity. 

To evaluate the performances of anti-m40 IgG3 and anti-f40 IgM MAST-indexes as potential 

biomarkers of CAA-ri and CAA-he, respectively, we performed logistic regression and ROC 25 

curve analyses. The univariate models using anti-m40 IgG3 and anti-f40 IgM performed 

significantly better against the null model to discriminate CAA-ri (P<.001), and CAA-he 

(P=.03), respectively. An anti-m40 IgG3 MAST-index cutoff of 0.6026 provided the optimal 

discrimination between patients CAA-ri and controls at a sensitivity of 85.0% (95% CI, 

83.7%–>100%) and a specificity of 83.3% (95% CI, 67.7%–>100%), with an AUC of 0.89 30 

(95% CI, 0.75–1.00) (Figure 4C). An anti-f40 IgM MAST-index cutoff of 0.5239 provided 

the optimal discrimination between patients CAA-he and controls at a sensitivity of 82.4% 
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(95% CI, 61.5%–98.5%) and a specificity of 81.3% (95% CI, 51.5%–88.5%), with an AUC of 

0.82 (95% CI, 0.53–0.82) (Figure 4D). 

Conclusion 

This case-control study demonstrates an association between serum anti-Aβ antibody features 

and subtypes of CAA manifestations. Higher titer, avidity and diversity of circulating anti-5 

soluble Aβ1-40 IgG3 antibodies were associated with CAA-ri, while higher titer and avidity 

circulating anti-fibrillar Aβ1-40 IgM were associated with CAA-he.  
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CLAIMS 

 

1. An in vitro method for diagnosing cerebral amyloid angiopathy (CAA), or for 5 

diagnosing or determining the risk of developing a complication of CAA, in a 

human subject,  

which method comprises analyzing serial dilutions of a plasma or serum sample of 

the subject, for determining at least one binding parameter of antibodies present 

therein, wherein said antibodies are anti-Aβ amyloid peptide(s) antibodies. 10 

 

2. The method of claim 1, wherein the complication is hemorrhagic CAA or 

inflammatory CAA. 

 

3. The method of claim 1 or 2, wherein the Aβ peptide is Aβ1−40 or Aβ1−42  peptide. 15 

 

4. The method of claim 3, wherein the Aβ peptide is soluble Aβ1−40. 

 

5. The method of claim 4, wherein the anti-soluble Aβ1−40  antibodies are IgG 

antibodies, preferably IgG3, IgG1 or IgG4 antibodies, still preferably IgG3 20 

antibodies. 

 

6. The method of claim 3, wherein the Aβ peptide is fibrillar Aβ1−40. 

 

7. The method of claim 6, wherein the anti-fibrillar Aβ1−40 antibodies are IgM 25 

antibodies. 

 

8. The method of any of claims 1 to 7, wherein the binding parameter is i) the titer of 

said antibodies as determined at 50% maximum binding, ii) the affinity or avidity 

constant, and/or iii) the steepness of the dilution curve.  30 

 

9. The method of any of claims 1 to 7, comprising the antibodies are detected by 

means of a chromogenic or fluorescent labelling, preferably wherein the antibodies 

are detected by means of an indirect immunoassay on immobilized antigen using a 
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secondary anti-human immunoglobulin antibody that carries a chromogenic enzyme 

or fluorescent label;  

and wherein the binding parameter is preferably the maximum optical density 

observed, preferably normalized with an internal standard. 

 5 

10. The method of claim 9, comprising determining an index (designated “MAST-

index”) that is a weighted summation of the following binding parameters: i) the 

titer of said antibodies as determined at 50% maximum binding, ii) the affinity or 

avidity constant, iii) the maximum optical density, preferably normalized with an 

internal standard, and iv) the steepness of the dilution curve.  10 

 

11. The method of claim 10, comprising determining the MAST-index of anti-soluble 

Aβ1−40 IgG antibodies, wherein a higher MAST-index of anti-soluble Aβ1−40 IgG 

antibodies compared to control is indicative of a subject with a CAA complication 

of the inflammatory (CAA-ri) type, or of a higher risk for the subject to develop a 15 

CAA-ri, preferably wherein the anti-soluble Aβ1−40 IgG antibodies are anti-soluble 

Aβ1−40 IgG3 antibodies.  

 

12. The method of claim 10, comprising determining the MAST-index of anti-fibrillar 

Aβ1−40 IgM antibodies, wherein a higher MAST-index of anti-fibrillar Aβ1−40 IgM 20 

antibodies compared to control is indicative of a subject with a CAA complication 

of the haemorrhagic (CAA-he) type, or of a higher risk for the subject to develop a 

CAA-he. 

 

13. The method of any of claims 1 to 11, which comprises determining at least one 25 

binding parameter of anti-soluble Aβ1−40 IgG antibodies and at least one binding 

parameter of anti-fibrillar Aβ1−40 IgM antibodies in a plasma or serum sample of the 

subject. 

 

14. The method of claim 13, which comprises conducting a multiplex immunoassay.  30 

 

15. The method of any of claims 1 to 14, wherein the subject is afflicted with 

Alzheimer’s disease, cortical posterior atrophy, primary progressive aphasia, or 

Down’s syndrome.  
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Methods for diagnosing a cerebral amyloid angiopathy 

 

ABSTRACT 5 

 

The invention provides an in vitro method for diagnosing cerebral amyloid 

angiopathy (CAA), or for diagnosing or determining the risk of developing a 

complication of CAA, in a human subject, which method comprises analyzing serial 

dilutions of a plasma or serum sample of the subject, for determining at least one 10 

binding parameter of antibodies present therein, wherein said antibodies are anti-Aβ 

amyloid peptide(s) antibodies. 
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Abstract 

Objective: To study blood anti-Aβ antibodies in the context of spontaneous inflammatory or 

hemorrhagic CAA manifestations, which are similar to complications occurring after monoclonal 

anti-Aβ antibody immunotherapies. 

Methods: In this case-control study, serum anti-Aβ antibody isotype, concentration, avidity, and 

reactivity toward soluble or fibrillary Aβ1-40 and Aβ1-42 isoforms were assessed using an ELISA-

based multiplex analysis. Anti-Aβ serologic patterns were defined in CAA and CAA subgroups using 

multivariable logistic regression analyses.  

Results: Fourty-one healthy aged controls and 64 CAA patients were recruited: 46 with hemorrhagic 

features (CAA-he) and 18 with CAA-related inflammation (CAA-ri). As compared to controls, the 

most striking features of CAA-related serological profiles were the following: i) both CAA-he and 

CAA-ri patients displayed lower binding diversity of anti-soluble Aβ1-40 IgM; ii) CAA-he patients 

displayed higher anti-soluble Aβ1-40 / fibrillary Aβ1-42 IgG4 concentrations ratio and higher anti-

soluble Aβ1-42 IgG4 and IgA avidity; iii) CAA-ri patients displayed higher binding diversity of anti-

soluble Aβ1-40 IgG3 and higher anti-fibrillary/soluble Aβ1-42 IgG4 dilution curve steepness ratio. 

Conclusion: This proof-of-concept study revealed anti-Aβ antibody variations in CAA patients, some 

of which were associated to CAA clinical phenotypes, unveiling pathophysiological insights 

regarding CAA-hemorrhagic and inflammatory related events. 
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Introduction 

Cerebral amyloid angiopathy (CAA) relates to cortical and leptomeningeal vessel microangiopathy 

with accumulation of vascular amyloid fibrils made of amyloid-β peptide (Aβ).
1
 CAA is frequent in 

both Alzheimer’s disease (AD) and non-AD aged participants. Intracerebral hemorrhage (ICH) 

related to CAA (CAA-he) is a major health concern.
2
 CAA-related inflammation (CAA-ri) is a rare 

but treatable Aβ-related CNS vasculitis.
3
 

Dose-dependent adverse events similar to CAA-he and CAA-ri were observed upon anti-Aβ 

immunotherapy in AD,
4
 suggesting a role of anti-Aβ antibodies in CAA manifestations. Subsequent 

investigations revealed elevated CSF levels of anti-Aβ IgG during CAA-ri.
5,6

 However, it was shown 

experimentally that blood-borne more than CSF-borne anti-Aβ antibodies can aggravate CAA 

manifestations in mouse models.
7,8

  

As well as other auto-antibodies involved in neurodegenerative disorders, including anti-Tau protein
9
 

and anti-alpha synuclein antibodies,
10

 anti-Aβ antibodies belonging to the “natural” auto-antibody 

repertoire: they are present in both diseased and healthy individuals, displaying low-avidity and 

multi-reactivity, and circulating mostly as immune complexes.
11

 These complexes require 

dissociation prior to analysis, in order to reveal serological specificities in AD.
11,12

 These features 

have likely hindered consistent analyses regarding anti-Aβ antibodies, which was also the case for 

anti-alpha synuclein antibodies.
10

 In AD, anti-Aβ antibodies measurement led to inconsistent 

conclusions.
11-14

 Circulating anti-Aβ antibodies were scarcely studied in CAA. 

Our working hypothesis was that CAA and related clinical manifestations would relate to particular 

characteristics of serum anti-Aβ antibodies, including concentration, avidity, specific reactivity 

towards Aβ isoforms, and class and subclass diversity. 
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Materials and methods 

Study design and participants 

This case-control study enrolled participants from Jan. 2013 to Jun. 2019, through nine French 

medical centers: CAA patients, and healthy aged controls lacking clinical and MRI features of CAA. 

Patients with CAA were classified into: CAA-he inpatients with probable or definite CAA according 

to the modified Boston criteria;
15,16

 CAA-ri inpatients fulfilling the criteria for non-invasive diagnosis 

of CAA-ri.
17

 Demographics, medical history, and cerebral MRI were recorded at admission. 

For the control group, inclusion criteria were: age > 55 years; recent MRI with normal diffusion 

sequences (transient ischemic stroke, functional neurological symptoms, or symptoms of peripheral 

origin); exclusion criteria were: cognitive decline (short Informant Questionnaire on Cognitive 

Decline in the Elderly (IQCODE-R) > 3.4); MRI-proven lobar ICH, recent ischemic stroke, or 

Fazekas grading ≥ 2 for white matter hyperintensities. 

All eligible patients who gave their consent to participate in the study were included. All serum 

aliquots were kept at -20°C until use, with a median storage duration of 19 (3–42), 16 (3–50), and 27 

(4–55) months (range) for the control, CAA-he, and CAA-ri groups, respectively. 

Standard Protocol Approvals, Registrations, and Patient Consents 

The study protocol was approved by the ethics committee “Paris Ile de France V”. All participants 

representative were provided oral and written information, and gave oral or written consent to 

participate. 

Imaging assessment 
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Diagnoses were adjudicated by one board-certified neurologist (JC) specialized in stroke, blind to 

biological information. Cerebral lobar microhemorrhages were defined as small round foci of hypo-

intense signal in T2*-GRE-weighted images, 10 mm or less in brain parenchyma and rated according 

to the microhemorrhages anatomical rating scale.
18

 Cortical superficial siderosis (cSS) was assessed 

according to the cSS multifocality scale.
19

 

Aβ preparations 

Synthetic (>95%) Aβ1–40 and Aβ1–42 peptides (Proteogenix, Schiltigheim, France) were dissolved in 

hexafluoroisopropanol, and 450 µg aliquots were evaporated in low retention tubes and stored at -20 

°C until use. Before use, lyophilized Aβ was dissolved in 10µL dimethylsulfoxide (DMSO), 

sonicated for 3 min at 300 Watts. For soluble preparations, aliquots were then mixed with 90 µL 

30mM HEPES 10eq Cu
2+

 pH 7.4 buffer with 10mM or 160mM NaCl for Aβ1-42 and Aβ1-40, 

respectively. For fibril preparations, aliquots were then mixed with 90 µL 0.01N HCl or Aβ1-40 

coating buffer, incubated at 37°C during 72h or 15 days, for Aβ1-42 and Aβ1-40, respectively. 

Multiplex ELISA for anti-Aβ antibody analyses 

Freshly prepared soluble or fibrillar Aβ1-40 and Aβ1-42 (hereafter termed s-Aβ40, s-Aβ42, f-Aβ40 or f-

Aβ42) were diluted to 15 µg/mL in coating buffer (30mM HEPES 160mM or 10mM NaCl (for Aβ1–40 

and Aβ1–42, respectively) 10eq Cu
2+

 (for monomers) pH 7.4), distributed at 100 µL per well into 

ELISA plates (Greiner BioOne) and incubated 16 hours at 4°C. Serial dilutions of serum samples at 

1:50 to 1:12800 in 0.1M Glycine-HCl buffer pH 3.0, were left 40 minutes at 20°C for dissociation of 

immune complexes, neutralized to pH 7.4 by adding the same volume of 2xPBS 4% BSA 0.02N 

NaOH, then 100µL were immediately deposited into s-Aβ40, s-Aβ42, f-Aβ40 or f-Aβ42-coated ELISA 

plates and incubated 1h at 20°C. After eight washes with PBS 0.05% Tween-20, bound antibodies of 

each IgG subclass were detected by 16h incubation at 4°C of monoclonal anti-human IgG1, IgG2, 
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IgG3, or IgG4 antibodies (clones NL16, GOM2, ZG4 and RJ4, respectively). After eight washes with 

PBS 0.05% Tween-20, antibodies belonging to IgG, IgA and IgM classes and IgG subclasses were 

revealed after 1h incubation at 20°C with peroxidase-conjugated antisera (anti-mouse IgG for IgG 

subclasses, or anti-human IgG, IgA, and IgM, 1:5000 in washing buffer, Jackson ImmunoResearch 

Inc.). Washed plates were revealed with H2O2/o-phenylene-diamine substrate in 0.15 M urea buffer 

pH 5.0, the reaction stopped with 2N H2SO4, and optical densities (OD) measured at 492 nm. Non-

specific signals obtained in uncoated wells were subtracted from overall signals retain OD relating to 

specific anti-Aβ binding. Of note, IgG2 antibodies yielded low binding to Aβ and unusable dilution 

curves as previously found in 33 AD and controls.
12

  

Quality management of multiplex ELISA 

Samples were randomized and analyzed blindly to minimize bias due to manipulator and inter-assay 

variability. Randomization was stratified in order to include samples from all clinical groups, so any 

experimental bias would affect all groups comparably. Pools of human sera were used as internal 

standard for inter-experiment normalization, and internal control to assess inter-assay variability. 

Results over 2.5 standard deviation (sd) for one curve parameter were considered invalid. 

Determination of dilution curve parameters 

Serum serial dilution curves follow a sigmoid-shaped signal in semi-logarithmic units, as illustrated 

on Fig 1A.
20

 The best fitting sigmoid curve parameters were determined by non-linear least square 

approach, following the equation: 

𝒔𝒑𝒆𝒄𝒊𝒇𝒊𝒄 𝑶𝑫 =
𝒂

𝟏 + 𝒃. 𝒆−𝒄.𝒙
 

The values of a, b, and c directly relate to sigmoid curve parameters, hence to antibody properties. 

Maximum (a) signal obtained in antibody excess relate to the number of antigen binding sites, hence 
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on the diversity of epitope recognition by polyclonal anti-Aβ antibodies. Titer (ln(b)/c) reflects the x-

axis position of the curve, and depends on both concentration and avidity of the antibodies. The 

Steepness or Slope of the curve at the inflexion point (–c/4a) can vary with cooperativity phenomena 

occurring between distinct antibody binding sites. The apparent Avidity constant was calculated 

through a linearization procedure of the sigmoid curve (Fig 1B).
21

 In order to ensure appropriate 

goodness-of-fit of experimental data, only curves with R > 0.9 were taken into account.  

Statistical analysis 

For each individual, 96 serological variables were analyzed (Maximum, Titer, Steepness and Avidity 

for anti-soluble and fibrillar Aβ40 and Aβ42 IgG, IgA, IgM, IgG1, IgG3, and IgG4). In order to limit 

multiple comparison bias, we chose not to perform univariate analysis. Multiple logistic regression 

models were computed using stepwise variable selection. The criteria for retaining a variable into the 

model were that all variables were significantly associated with the risk of belonging to the diseased 

group (tested by the Wald’s test; p<0.05) and that introducing this variable allowed a significant 

improvement of the model against the (k-1) model, as measured by a significant drop of the residual 

variance (tested by a Likelihood Ratio test; p-value < 0.05). Variance Inflation Factors (VIFs) were 

computed for each final model to ensure the absence of collinearity between variables. A VIF value 

of 1 is obtained when there is no collinearity between variables, while a VIF value > 5 witnesses high 

multicollinearity in the model. Wilcoxon’s test was used to compare the predicted response of the 

models between clinical groups. All statistical analyses were done with R version 3.6.1. The MASS 

package was used for model selection, and the beeswarm package for plots. 

Data Availability Statement 

Data are available upon reasonable request.  
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Results 

Patient demographics and clinico-radiological data 

The study enrolled 105 participants: 41 healthy aged controls, 46 CAA-he patients, and 18 CAA-ri 

patients. Of note, eight patients from the CAA-he group had cSS but no ICH ; their symptoms were : 

isolated cognitive decline in 3, transient focal episodes in 4 (2 with acute subarachnoidal 

hemorrhage); asymptomatic in one. Median (range) ages were 72 (55–89), 79 (59–90), 75 (64–87) 

years old in the control, CAA-he and CAA-ri groups, respectively. Male/Female ratios were 22/18, 

24/21, and 8/9 in the control, CAA-he and CAA-ri groups, respectively. The main clinical and 

imaging findings in CAA-he and CAA-ri patients are presented in Table I.  

Quality assessment of the multiplex ELISA 

The sigmoid modeling of experimental dilution curves showed excellent overall goodness-of-fit 

(mean R² = 0.97; range stratified by antigen isoform: [0.97–0.98]; range stratified by antibody 

isotype: [0.95–0.99]). This confirmed that experimental dilution curves are appropriately described 

by the sigmoid model. Internal control mean coefficients of variation (CV) were inferior to 20% for 

all four parameters of all antibody isotypes and all Aβ isoforms (mean CV: 16%, 7%, 16%, and 12%, 

for maxima, titer, steepness, and avidity, respectively). This validated the multiplex ELISA as a 

reliable and reproducible method for assessing anti-Aβ antibody features. 

Serum anti-Aβ antibody patterns associated with CAA 

Table II presents the anti-Aβ serologic parameters associated with CAA against controls. These 

parameters are those included in the multivariable logistic regression model after stepwise variable 

selection. Fig 2A presents the predicted response resulting from this CAA-model applied to each 

individual. This predicted response is associated with the probability of presenting CAA or not, and 
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is modeled using the individual anti-Aβ profile regarding parameters presented in Table 2. In this 

complex profile, a higher diversity and concentration of anti-s-Aβ40 IgG3, a higher avidity of anti-s-

Aβ40 IgG4 and a higher steepness of anti-f-Aβ42 IgG4 were associated with an increased probability 

of belonging to the CAA group. A lower diversity of anti-s-Aβ40 IgM, a lower avidity of anti-s-Aβ42 

IgA, and a lower concentration of anti-f-Aβ42 IgG1 were also associated with an increased 

probability of belonging to the CAA group. All these variables, contributed independently to the 

model, without multicollinearity (all Variance Inflation Factors (VIFs) < 1.8).  

The serological anti-Aβ antibody profile associated with CAA-he as compared to healthy aged 

controls (Table 2 and Fig 2B) also included lower diversity of anti-s-Aβ40 IgM and lower avidity of 

anti-s-Aβ42 IgA. Regarding the IgG4 isotype, CAA-he patients displayed higher concentrations of 

anti-s-Aβ40 IgG4, and lower concentrations and avidity of anti-Aβ42 IgG4, respectively. CAA-he 

patients also displayed lower avidity of anti-f-Aβ42 IgG1 as compared with healthy aged controls. Of 

note, excluding the 8 CAA-he patients that presented cSS without ICH did not change variables 

present in this model. All these variables and independently contributed to the model, without 

multicollinearity (all VIFs < 1.3).  

As found in the CAA model, CAA-ri patients (Table 2 and Fig 2C) displayed lower diversity of anti- 

s-Aβ40 IgM, as also found for CAA-he patients, but also a higher diversity of anti- s-Aβ40 IgG3, and a 

higher steepness of anti-fibrillar Aβ42 IgG4 dilution curve. Conversely, CAA-ri patients displayed a 

lower steepness of anti- s-Aβ42 IgG4 and anti-s-Aβ40 IgA. All these variables contributed 

independently to the model, without multicollinearity (all VIFs < 1.4). 

Discussion 

Analyses of blood anti-Aβ antibodies demonstrate complex serological profiles in CAA, displaying 

distinctive features in CAA-he and CAA-ri patients. This proof-of-concept study suggests: i) 
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evidence of a link between anti-Aβ antibody responses and CAA; ii) existence of defined circulating 

anti-Aβ antibody species associated with distinct pathological phenotypes. In brief, clinical 

manifestations of CAA appear to relate, at least in part, to a biased natural antibody repertoire or 

abnormal responses to pathological Aβ peptide. However, at this stage, these serological profiles may 

not be used as biomarkers. 

The causal relevance of these observations remains to be elucidated. Different naturally occurring 

anti-Aβ repertoires could be susceptibility factors for developing CAA, possibly by interfering with 

the clearance of cerebral Aβ. Cerebrovascular Aβ deposits may also induce anti-Aβ auto-immune 

responses emerging from the natural antibody repertoire. Finally, such induced anti-Aβ antibody 

species might enhance CAA and/or trigger hemorrhagic or inflammatory manifestations, as 

suggested in experimental mouse models.
7,8

 

Although this multivariable modeling approach does not allow pathophysiological conclusions about 

the role of given anti-Aβ species in CAA, it suggests hypotheses and drives attention towards 

potentially relevant anti-Aβ features. With the notable exception of anti-fibrillar Aβ1-42 IgG4, all 

serologic parameters relating to Aβ1-42 were lower in CAA. Regarding antibodies reacting with Aβ1-

40, our results show preferential developments of IgG3 and IgG4 antibody responses. Interestingly, 

lower diversity of anti-soluble Aβ1-40 IgM was the only common feature of CAA-he and CAA-ri 

patients. This could indicate an IgM response preferentially directed toward some particular 

pathogenic Aβ1-40 epitopes in response to Aβ1-40 cerebrovascular deposits. 

The role of antibody isotypes in anti-Aβ antibodies related CAA manifestations is elusive. In AD 

patients treated with monoclonal anti-Aβ antibodies, amyloid related imaging abnormalities with 

vasogenic edema (ARIA-E) or with hemorrhagic features (ARIA-H) were initially reported with 

antibodies of IgG1 subclass.
22-24

 No ARIA-E but ARIA-H were yet reported in patients receiving 



228 

 

anti-Aβ IgG4 (Crenezumab),
25

 while the existence of both remains uncertain for IgG2 

(Ponezumab)
26,27

 None of the monoclonal anti-Aβ antibodies used in AD immunotherapy trials was 

of the IgG3 subclass. Like IgG1, IgG3 antibodies display potent effector functions including 

complement classical pathway activation and phagocytic and cytotoxic cell activation. IgG3 were 

thought to be more pathogenic than other IgG subclasses in anti-neutrophil cytoplasm antibody 

(ANCA)-associated vasculitis.
28

 

Lobar ICH, MH and cSS were also reported in active immunotherapy trial CAD106, designed for 

eliciting Aβ-specific antibodies without T-cell response. Lobar ICH occurred in a patient without 

anti-Aβ IgG response to CAD106, but his anti-Aβ IgM status was not reported.
29

 It is worth noting 

that in ANCA-associated vasculitis, the presence of transient but recurrent IgM-ANCA is associated 

with a higher severity mainly due to acute hemorrhagic pulmonary manifestations.
30

 

The main risks factors for CAA are age, coincidental Alzheimer’s disease, and ApoE genotypes, with 

controversy regarding the respective roles of 2 and 4 alleles.
31

 We accounted for age and cognitive 

decline by selecting aged healthy controls without cognitive decline, and CAA patients with normal 

MMSE. One potential limitation is that, due to unavailable material, ApoE genotypes could not be 

evaluated in this study. However, used diagnostic criteria for CAA-he and CAA-ri are independent of 

the ApoE genotype. Part of the serologic diversity might relate to ApoE genotypes, since both 2
32,33 

and 4
34

 alleles have been linked to more severe CAA, with vasculopathies and hemorrhagic 

phenotypes. This question should be addressed in further studies. 

In previous studies, serum anti-Aβ antibodies were mostly analyzed in the context of Alzheimer’s 

disease, with various results reported by different authors using distinct methods.
12-14

 

Neuropathological CAA is virtually present in all patients with AD pathology.
35

 However, lobar 

microbleeds evoking CAA are present in only about 20% AD patients
36

 while lobar ICH and 
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spontaneous manifestations similar to CAA-ri are rare in AD. This may be explained by the distinct 

CAA neuropathological phenotypes in AD and in patients with CAA clinical manifestations.
37

 

Whether AD patients with and without cerebral microbleed would present with different anti-Aβ 

serological signatures as compared to CAA-he and CAA-ri patients is thus likely and will be 

addressed in further studies. 

Anti-Aβ antibodies circulate mostly as immune complexes,
11

 but whether these complexes include 

circulating Aβ, cross-reactive proteins, and/or anti-idiotype antibodies is not known. As previously 

performed by others,
11-12,38

 we used acidic dissociation of serum samples followed by 

extemporaneous neutralization to analyze all circulating anti-Aβ antibodies regardless of their free or 

bound state. We used high purity synthetic Aβ preparations and appropriate blank controls to ensure 

binding specificity. Of note, given the low specific signal obtained with non-dissociated samples 

once the background is subtracted, dilution curve analysis could not have been performed on non-

dissociated samples. That anti-Aβ antibodies circulate mostly as immune complexes also raises 

questions regarding plasma Aβ levels measurements. Contradictory results exist on circulating Aβ 

levels in CAA.
39,40 

The circulating levels of free Aβ should depend on the concentrations and 

affinities of circulating anti-Aβ antibodies, and it is possible that the experimental conditions in 

which Aβ measurements are performed cannot fully circumvent Aβ masking by circulating anti-Aβ 

antibodies. 

In conclusion, this correlative proof-of-concept study demonstrates distinct serum anti-Aβ antibody 

patterns in CAA and its hemorrhagic and inflammatory manifestations. Larger prospective and 

experimental studies could elucidate the triggering role of anti-Aβ antibodies in spontaneous or 

immunotherapy-induced CAA manifestations, and provide appropriate biomarkers. 
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Figure legends 

Figure 1. Determination of dilution curve parameters by sigmoid modeling and linearization 

procedure. A. Dilution curve obtained from a human serum sample following acidic dissociation of 

circulating immune complexes and neutralization, incubated on coated soluble Aβ1-42 and revealed 

with anti-IgG secondary antibody. The dashed thick line represents the sigmoid modeling of the 

curve, accurately described by i) the y-axis value of the left-sided plateau (Maximum); ii) the x-axis 

value at the inflexion point (Titer); iii) the slope at the inflexion point (Steepness). B. Linearization of 

the same experimental points and sigmoid model, which allows the determination of the apparent 

constant of avidity. 

Figure 2. Serological differences associated with CAA clinical phenotypes. A, CAA-model 

predicted value using the logistic multivariable regression model presented in Table 2, upper part. B, 

CAA-he model predicted values using the logistic multivariable regression model presented in Table 

2, middle part. C, CAA-ri model predicted values using the logistic multivariable regression model 

presented in Table 2, lower part. *:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. Wilcoxon’s test. 
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Table I. Clinical and radiological characteristics of patients with cerebral amyloid angiopathy 

CAA-ri patients (n=18)   

  Onset < 1 month 8 

  Symptoms  

    Cognitive decline 17 

    Neurologic deficit 11 

    Epilepsy 6 

    Headache 5 

  Histological diagnosis 2 

  MRI findings  

    Asymetric white matter hypersignal reaching U fibers 17 

    Meningeal gadolinium enhancement (n=14 injected MRIs) 6 

  Treatment  

    Steroid alone 11 

    Steroid + Cyclophosphamid 6 

    None
a
 3 

  Outcome (n=17)
b
  

    Clinical and radiological improvement 13 

    Radiological improvement alone 3 

CAA-he patients (n=46)  

  MRI findings  

    lobar micro-hemorrhages 45 

    cSS score (0-1-2-3-4) 13/15/6/7/5 



236 

 

    Fazekas score (1-2-3) 9/21/16 

 Modified Boston criteria for CAA (definite/probable) 3/43 

Abbreviations: CAA, cerebral amyloid angiopathy. CAA-he, cerebral amyloid angiopathy related 

intracerebral hemorrhage. CAA-ri, cerebral amyloid angiopathy-related inflammation. ICH, 

intracerebral hemorrhage. cSS, cortical superficial siderosis. 
a
all with clinical and radiological 

improvement. 
b
one patient was lost during follow-up 
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Table II. Multivariable logistic regression models for CAA, CAA-he, and CAA-ri against 

healthy aged controls  

CAA model       

Variables Estimates 

Standard 

errors Z-val. P-val. 

Residual 

deviances P-val. 

 0.13 6.57   140.5  

a
Anti-s-Aβ40 IgG3 Maximum 2.89 0.92 3.14 0.0017 134.0 0.011 

 Anti-s-Aβ40 IgG3 Titer 4.03 1.16 3.48 0.0005 123.6 0.0013 

 Anti-s-Aβ40 IgG4 Avidity 2.29 0.94 2.44 0.015 117.6 0.014 

a
Anti-f-Aβ42 IgG4 Steepness 3.74 1.32 2.84 0.0045 111.5 0.013 

b
Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -3.10 1.02 -3.05 0.0023 102.5 0.0027 

c
Anti-s-Aβ42 IgA Avidity -3.48 1.13 -3.07 0.0021 92.9 0.0019 

 Anti-f-Aβ42 IgG1 Titer -3.81 1.58 -2.42 0.016 86.5 0.012 

CAA-he model       

Variables Estimates 

Standard 

errors Z-val. P-val. 

Residual 

deviances P-val. 

 42.14 11.84   120.32  

 Anti-s-Aβ40 IgG4 Titer 3.30 1.11 2.97 0.0030 111.57 0.0031 

 Anti-f-Aβ42 IgG4 Titer -6.41 1.95 -3.29 0.0010 98.41 0.0003 

 Anti-f-Aβ42 IgG1 Avidity -4.65 2.04 -2.28 0.023 90.72 0.0056 

c
Anti-s-Aβ42 IgA Avidity -2.77 1.06 -2.61 0.0092 85.59 0.024 

b
Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -2.09 1.01 -2.06 0.039 80.95 0.031 

 Anti-s-Aβ42 IgG4 Avidity -2.87 1.24 -2.32 0.020 74.92 0.014 
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CAA-ri model       

Variables Estimates 

Standard 

errors Z-val. P-val. 

Residual 

deviances P-val. 

 10.75 5.78   72.58  

a
Anti-s-Aβ40 IgG3 Maximum 4.15 1.55 2.68 0.007 63.92 0.0032 

a
Anti-f-Aβ42 IgG4 Steepness 4.01 1.70 2.36 0.018 58.38 0.019 

 Anti-s-Aβ40 IgA Steepness -18.53 8.23 -2.25 0.024 54.08 0.038 

 Anti-s-Aβ42 IgG4 Steepness -12.19 5.25 -2.32 0.020 46.96 0.0076 

b
Anti-s-Aβ40 IgM Maximum -2.40 1.21 -1.99 0.047 40.68 0.012 

 

a
: Variables shared between the CAA and the CAA-ri models. 

b
: Variables shared between the CAA, 

the CAA-he and the CAA-ri models; 
c
: Variables shared between the CAA and the CAA-he models. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Cerebral amyloid angiopathy (CAA) corresponds to the deposition of amyloid material in

the cerebral vasculature, leading to structural modifications of blood vessel walls. The

most frequent form of sporadic CAA involves fibrillar β-amyloid peptide (Aβ) deposits,

mainly the 40 amino acid form (Aβ1−40), which are commonly found in the elderly with or

without Alzheimer’s disease. Sporadic CAA usually remains clinically silent. However, in

some cases, acute complications either hemorrhagic or inflammatory can occur. Similar

complications occurred after active or passive immunization against Aβ in experimental

animal models exhibiting CAA, and in subjects with Alzheimer’s disease during clinical

trials. The triggering of these adverse events by active immunization and monoclonal

antibody administration in CAA-bearing individuals suggests that analogousmechanisms

could be involved during spontaneous CAA complications, drawing particular attention

to the role of anti-Aβ antibodies. However, antibodies that react with several monomeric

and aggregated forms of Aβ spontaneously occur in virtually all human individuals,

hence being part of the “natural antibody” repertoire. Natural antibodies are usually

described as having low-affinity and high cross-reactivity toward microbial components

and autoantigens. Although frequently of the IgM class, they also belong to IgG and

IgA isotypes. They likely display homeostatic functions and protective roles in aging.

Until recently, the peculiar properties of these natural antibodies have hindered proper

analysis of the Aβ-reactive antibody repertoire and the study of their implication in CAA

complications. Herein, we review and comment the evidences of an auto-immune nature

of spontaneous CAA complications, and discuss implications for forthcoming research

and clinical practice.

Keywords: cerebral amyloid angiopathy, autoimmunity, anti-Aβ antibodies, immunotherapy, natural antibodies

INTRODUCTION

Adaptive immunity in neurodegenerative conditions has recently become of major interest
in neurodegenerative conditions, especially in Alzheimer’s disease (AD), because of its ability
to modulate cerebral inflammation, and also following observations that immunotherapeutic
approaches might impair pathological events. However, the nature of immune effectors and their
mechanisms remain quite obscure. In this article we will focus mainly on antibodies that bind the β-
amyloid peptide (Aβ), which has long been considered a key therapeutic target. Evident difficulties
are due to the presence of blood anti-Aβ antibodies in healthy and diseased individuals, implying
that most quantitative studies provided little or no information on their pathological implication.
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Another key point is that effector functions of these antibodies
frequently are suggested to result in complications of cerebral
amyloid angiopathy (CAA).

SPONTANEOUSLY OCCURRING ANTI-Aβ

ANTIBODIES IN HEALTH AND DISEASE

Natural Antibodies: Origin, Distinctive

Properties and Functions
Natural antibodies were defined as occurring in all normal
individuals in the absence of overt antigenic stimulation (1).
In spite of many controversies, it is now clear that natural
antibodies represent a distinct entity that arises from separate B-
cell lineages. Most natural antibodies are produced by a distinct
B-cell lineage termed B1 cells, but also in part by marginal
zone B cells that belong to the conventional B2 lineage. B1
cells originate very early from precursors of the yolk sac and
then from hematopoietic stem cells of the fetal liver, but they
also differentiate from bone marrow precursors during the adult
life (2).

Classical adaptive B-cell responses to T-dependent antigens
feature germinal center reactions that include affinity maturation
and isotype switching, resulting in high affinity specific
antibodies of IgG, IgA and/or IgE classes. These mechanisms
allow improvement of effector efficiency as a function of
antigen exposure. At variance with classical antibodies, natural
antibodies likely arise from processes that involve no or little
B-T cell cooperation and affinity maturation, as suggested by
frequent absence or paucity of somatic hypermutations and
nucleotide N-additions in the antibody variable regions. Thus,
they display quite specific phenotypic properties as compared
with conventional antibodies raised by immunization, including
low binding affinities and multi-reactivity toward homologous
antigens. Interestingly however, they may belong to IgG or IgA,
as well as IgM classes (1, 3, 4).

In relation with these peculiar properties, it is thought
that natural antibodies display specific functions. They likely
protect from infection at early stages of development. In
addition to supposed protective roles in the newborn, the
ongoing production of natural antibodies has been proposed
to interfere with pathological events of adults, such as tumors,
atherosclerosis, and neurodegenerative disorders in elderly (5).

Natural IgM antibodies have long been studied in both mice
and humans. They display a variety of functions, including
pathogen neutralization and killing, and clearance of apoptotic
cells and debris that participate in preventing inflammation in
several pathological contexts. They also participate in maturation
of adaptive responses, especially through antigen recruitment in
secondary lymphoid tissues. Other well-known examples of IgM
natural antibodies are isohemagglutinins.

Natural IgG and IgA antibodies are also abundant in the blood
and mucosal secretions, in spite of the supposed absence of T cell
help. Like IgM natural antibodies, they seem to play protective
roles, especially in partnership with lectins such as Mannose-
Binding Lectin and ficolins, against microbial pathogens and by
controlling inflammation (3).

The repertoire of natural antibodies is clearly skewed, as they
mostly recognize conserved self-structures (6, 7). Thus, they seem
to undergo a selection process (8), suggesting physiological roles
(9) including clearance of noxious molecules and cell debris,
regulation of immune responses, and shaping of a primary
repertoire that allows appropriate induced humoral responses.
Numerous observations suggest that natural antibodies are
protective against certain pathological conditions of aging, such
as atherosclerosis, cancer and neurodegenerative disorders, and
that the age-associated decreased expression of these antibodies
could be responsible for proneness to these diseases (5). Indeed,
circulating anti-alpha-synuclein antibody levels were found to be
low in patients with Parkinson’s disease (10). However, in AD,
anti-Tau natural antibodies expression appears higher than in
aged subjects (11). As discussed in the next section, the case of
anti-Aβ antibodies and their expression in AD as compared to
aged subjects remains controversial.

Natural Anti-Aβ Antibodies in Healthy

Subjects, AD Patients and Related

Conditions
Natural antibodies that react with Aβ peptide have long been
suggested by the finding of specific B-cells (12), and their
invariable presence was confirmed by studies comparing AD
patients and healthy subjects (see below). As also found for other
natural autoantibodies, aging results in progressive decrease of
circulating anti-Aβ levels (13). They belong to both IgM and IgG
classes, and predominant IgG subclasses appear to be IgG1 and
IgG3 in both healthy and diseased subjects (14). They display
a large panel of specificities for both linear and conformational
epitopes of the Aβ molecules, oligomers, and fibrillar aggregates,
and most interestingly, in vitro studies suggested that some
natural anti-Aβ antibodies could protect neurons from toxic Aβ

oligomers (15).
Analyses performed on serum or plasma from AD patients

yielded remarkably incoherent results, as some of them revealed
lower anti-Aβ antibody levels as compared with healthy controls
(16–19), while others found higher levels in Alzheimer’s disease
patients (20–22) or no significant difference (13, 14, 23).
Analyses performed on cerebrospinal fluid (CSF) led to similar
discrepancies, displaying either lower (13, 16) or higher (20, 22)
levels of anti-Aβ antibody in AD patients as compared with
healthy controls. A common observation of those studies was the
striking heterogeneity of antibody titers in healthy as well as in
diseased individuals.

A first explanation for inconsistent results may be the diversity
of methods used for antibody analysis: coated reactive antigens
were Aβ1−40 (16, 18, 19) or Aβ1−42 (13, 17, 21, 23) in either
oligomeric (13, 14, 18), fibrillar (20) or undefined isoforms (16,
17, 19, 21), at extremely variable concentrations; serum or plasma
samples were tested either directly (17–20) or after dissociation
of immune complexes (13, 14, 21); revealed antibodies were
either IgG only (19) or all immunoglobulin isotypes (23); finally,
a variety of different quantitation formulas were used. The
only methodological agreement between recent studies is the
requirement of an initial immune complex dissociation step for
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a reliable analysis of anti-Aβ antibodies (13, 14, 21), using a mild
acidic buffer in order to avoid artifacts (24). Indeed, a large part
of circulating anti-Aβ antibodies appears to be associated with a
variety of undefined ligands, likely due to polyreactivity and the
presence of anti-idiotypic antibodies (15). A possible additional
bias is that IgM antibodies have been demonstrated to potentially
block natural IgG reactivity (25).

In addition to methodological matters, the other explanations
of differences in anti-Aβ titers found between healthy and AD
people relied on quite eclectic hypotheses: favored pathology
due to decreasing antibody levels in aging (16), sequestering of
antibodies by amyloid deposits (16), partial tolerization of B-cell
responses (19) or decreased T-cell help (17), onset of an anti-
Aβ autoimmune reaction (21, 22), or failure of immune complex
clearance (22).

Natural Antibodies in Therapeutic Trials
That age-related decline of natural autoantibodies favors the
onset of pathological conditions related to antigenic targets
is supported by strong arguments (3). The hypothesis that
natural anti-Aβ antibodies bear a strong protective potential
(13, 26) has been the rationale for therapeutic trials in AD
using human intravenous immunoglobulins (IVIg). Indeed, IVIg
include natural antibodies to Aβ (27, 28) as well as to protein Tau
(29). IVIg infusions appeared to increase the levels of circulating
anti-Aβ (30), but while preliminary results on mild andmoderate
stages of AD had proven encouraging, more powerful trials
failed to show a significant effect on cognitive decline (31–33).
The reason of the lack of clinical efficacy of the natural anti-
Aβ antibodies contained in IVIg is a matter of debate. It has
been shown that IgG levels were elevated in the CSF of treated
subjects. Thus, anti-Aβ antibodies penetrate into the CNS after
infusion. Like other Aβ-modifying therapies, IVIg might be more
effective in early stages of the disease. In addition, in these
trials, IVIg were administered at low dose, similar to antibody
replacement therapies. Immunomodulatory effects of IVIg are
generally obtained in other neurological disease up to 2 g/kg (33).

ADAPTIVE IMMUNITY AGAINST Aβ: THE

AN1792 TRIAL

Histological response and cognitive improvement after Aβ

vaccination in transgenic mouse models of AD have been
received enthusiastically in the late 1990’s (34, 35). Elan/Wyeth-
Ayerst Pharmaceuticals set up the AN1792 trial in human
(NCT00021723), the phase I study of safety and immunogenicity
began in 1999, Dec., vaccinating mild-to-moderate AD subjects
with pre-aggregated Aβ1−42 with adjuvant QS-21, and later on
with QS-21 plus polysorbate-80 0.4%. After no major safety issue,
phase IIa (Study 201) began in 2001, Oct., and was halted in 2002,
Jan., when some patients presented with meningoencephalitis
(36). Other adverse events other than meningoencephalitis
occurred in the AN1792 study: two cases of encephalopathy
including one without meningoencephalitis, two cases of
convulsion, one thrombosis of the retina, one hemiplegia, and,
interestingly, one case of intracerebral hemorrhage (ICH) related

to CAA. However, confronted with the striking manifestations
of brain inflammation, these post-immunization hemorrhagic or
ischemic events have been overlooked (37).

Overall, 18 out of 300 (6%) subjects treated with AN1792 in
phase II developed meningoencephalitis, along with 1 subject
from the extended phase I study (37–40). Clinically, these
patients presented with subacute aseptic meningoencephalitis
with confusion, lethargy, and headaches. Other symptoms
were nausea, seizures, drowsiness, ataxia, aphasia, hemiparesia,
with inconstant fever. As in aseptic meningoencephalitis, CSF
analysis showed mild to moderate hyperlymphocytosis (3-130
cells/mm3), often with mild hyperproteinorachia (39). Since
none of the placebo-treated group developed such serious adverse
events, it was obvious that these cases of meningoencephalitis
related to the active immunization against Aβ.

Only 2 patients with post-Aβ immunization
meningoencephalitis were investigated at the histological
level. The first patient (40) presented with fever, drowsiness,
and unstable gait. At neuroimaging, MRI found white matter
hyperintensities (WMH) and a more focal lesion, possibly
associated with edema and inflammatory process. Post-mortem
tissue sampling showed cortical areas without senile plaques, but
still with CAA, and lymphocytic infiltration of leptomeningeal
Aβ-laden blood vessels, or in perivascular space around cortical
vessels, with sparse cellular infiltration of the parenchyma.
Cellular infiltrates were mainly composed of CD4+ CD45RO+
T-cells, with few CD8+ T-cells, and without CD79a+ CD20+
B-cells. The second patient (41) presented similar plaque-
devoid cortical areas and CD8+ T-cell-enriched perivascular
lymphocytic infiltrates. In addition, the authors describe
multiple macroscopic cortical hemorrhages that were not
detected radiologically despite 3 MRI studies, and microscopic
vasculopathy, namely lipohyalinosis. Interestingly, a third
case (42) reported pathological findings in an AN1792-treated
patient without clinical meningoencephalitis, which also
presented perivascular cellular infiltrates in the leptomeningeal
spaces, though to a lower extent as compared with the
meningoencephalitis cases, and composed mainly of CD20+
B-cells and few CD3+ T-cells.

The immune mechanism, underlying these cases of
meningoencephalitis has been debated, though it seemed
obvious that adaptive immunity against Aβ was at stake.

In the AN1792 trial, treated-patients were considered either
antibody responder or non-responder with respect to the
circulating anti-Aβ antibody titer supposed to confer clinical
benefit (38). While 20% treated patients were considered
antibody responders, most patients (at least 90%) seemed to
have produced detectable levels of circulating IgM and/or IgG
anti-Aβ after immunization (37). Among treated-patients with
meningoencephalitis, 13 out of 18 belonged to the responder
group, and 5 out of 18 to the non-responder group. Among
these 5 non-responders, all of them had a measurable anti-Aβ

IgM response, and 4 a measurable anti-Aβ IgG response in the
blood (38).

If almost all treated patients developed an anti-Aβ antibody
response, one could question whether the antibody response
was qualitatively different in patients with meningoencephalitis.
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However, it was shown by epitope-mapping that all immunized
patients recognized a linear B-cell epitope in the N-terminus
of the Aβ peptide (Aβ1−8), independently of the occurrence of
meningoencephalitis (43), and that their serum antibodies bound
to parenchymal as well as vascular Aβ aggregates, and not to
cellular APP (44).

Out of 57 studied cases, 9 (15%) had measurable CSF
IgG or IgM anti-Aβ antibody levels and 4 presented with
meningoencephalitis (3 responders and 1 non-responder) (38).
However, CSF antibodies from both patients with or without
meningoencephalitis bound to senile plaques and vascular Aβ

aggregates (44).
T-cell responses during the AN1792 trial have been poorly

studied. One paper reports on the higher occurrence of IFNγ

producing cells after Aβ1−42 stimulation in phase IIa treated-
patients as compared to phase I treated-patients, which was not
significantly different from the placebo-treated group (45).

Confronted to the absence of noticeable differences in the
anti-Aβ antibody responses in AN1792-treated patients with and
without meningoencephalitis, and considering the presence of
lymphocytic infiltrates during such cases, it was assumed that
the adaptive anti-Aβ cellular T-cell response was detrimental
when oriented toward cellular immunity through Th1 CD4+
and cytotoxic CD8+ T-cells, while anti-Aβ B-cell response would
remain innocuous and potentially beneficial for AD pathology.
Thus, subsequent anti-Aβ immunotherapy trials were based
on anti-Aβ antibodies either by selective “humoral” vaccines
or, most frequently, by passive immunization using repeated
humanized monoclonal antibody infusions, the complications of
which have been linked to CAA.

CEREBRAL AMYLOID ANGIOPATHY AND

RELATED CLINICAL MANIFESTATIONS

Definition, Epidemiology, and

Neuropathological Features of Cerebral

Amyloid Angiopathy
Deposited amyloid material in the blood vessel walls of the
cerebral vasculature is made up of insoluble fibrils resulting
from the polymerization of peptidic subunits with a “crossed
β-sheet”-rich conformation. Mutations of several proteins have
been described in familial forms of CAA, such as Aβ precursor
protein (APP) and other proteins (46). In addition to mutations,
duplications of the wild-type APP gene are also associated with
CAA, as found in Down syndrome and in autosomal dominant
early onset Alzheimer’s disease (47). Sporadic CAA, which is an
Aβ-related disease without any mutation or duplication of the
APP gene, represents the most common form of CAA and will
be the main focus of this review.

The main risk factors of sporadic CAA are advancing age and
the co-occurrence of AD (48, 49). Both frequency and severity of
CAA increase with age, affecting 35, 50, and 75% of individuals
in the 7th, 8th and 9th decades of life, respectively, regardless
of CAA severity (49). Population-based studies show that in
age-matched groups, demented individuals have higher risk to
present CAA than non-demented individuals, regardless of CAA

severity or considering solely severe CAA (50). Other genetic
risk factors have been described, some of them overlapping
with sporadic AD risk factors, making it difficult to distinguish
which ones are independently related to sporadic CAA. The
main genetic risk factor is ApoE polymorphism: the ε4 allele is
associated with the occurrence of AD and CAA, while the ε2
allele appears protective against AD but associated with the risk
of CAA-related intra-cerebral hemorrhage (ICH) (51). To explain
these controversial findings, Greenberg et al. hypothesized that
the APOE2 allele might be related to CAA vasculopathy but
not vascular deposits, which they evidenced by showing that the
APOE2 allele is more frequent in patients with grade 3-4 CAA
(cracking of the vessel wall and paravascular leaking of blood) but
that it is not over-represented in grade 2 CAA (complete amyloid
replacement of vessels) (52). Hence, APOE4 might promote a
higher risk of CAA-related hemorrhage by enhancing amyloid
deposition, while APOE2 might cause amyloid-laden vessels to
undergo vasculopathic changes that lead to their rupture.

It is indeed important to stress that, from a pathological
point of view, CAA does not stand for the mere presence
of fibrillary Aβ deposition in blood vessel walls. More severe
vascular deposits are associated with vasculopathies, such as
fibrinoid necrosis, thrombosis, microhemorrhages, or “double-
barreling,” which is the concentric splitting of the vessel
walls (53). Associated with smooth muscles cell degeneration
and amyloid replacement of the whole vessel wall structure,
these pathological features provide the histologic ground for
clinical and paraclinical features of the manifestations of CAA.
Cerebrovascular amyloid deposition in sporadic CAA involves
the leptomeningeal and cortical medium- and small-sized
arteries/arterioles, with or without involvement of the capillaries,
and usually sparing the veins. The topography of CAA is not
homogenous through the brain. The most affected areas being
the occipital, parietal, frontal, then temporal lobes. In most
advanced cases, other structures than the neocortex can be
affected. It is now thought that some CAA features, such as
capillary involvement, dyshoric angiopathy hence small vessel
disease occurring by capillary occlusion, are associated with
AD pathology, while leptomeningeal and arteriolar involvement
is mainly independent from parenchymal amyloidosis of AD
pathology (49). This could lead to a reappraisal of ApoE
polymorphism in CAA: the ε4 allele would be associated with
AD capillary CAA, while the ε2 allele would be associated
with arterial CAA and its specific manifestations, such as lobar
ICH (51).

CAA Manifestations
Cerebrovascular impairment in sporadic CAA may result
in 3 subsets of manifestations: ischemia, bleeding, and
inflammation (54).

Ischemic manifestations of CAA are cortical infarcts and
WMH appearing on the MRI. They predominate in posterior
regions of the brain where CAA accumulates, and relate to
hypoperfusion or vessel occlusion (55–57).

Hemorrhagic manifestations of CAA are symptomatic ICH
that differentiates from hypertensive ICH by strictly lobar
localization, corresponding to the leptomeningeal and cortical
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topography of CAA (58). Besides symptomatic ICH, cortical
microbleeds (59) and superficial cortical siderosis are other
hemorrhagic features of CAA that can be displayed on MRI (60).
Both ischemic and hemorrhagic features of CAA contribute to
chronic vascular dementia.

Inflammatory manifestations of CAA involve a protean
clinical presentation of corticosensitive encephalopathy,
e.g., with subacute cognitive decline, seizures, headaches,
and asymmetric T2 WMH. Histopathologicaly, different
inflammatory subtypes have been described associated
with CAA: (i) Aβ-related angiitis, which corresponds to
destructive transmural infiltrates with granulomatous features;
(ii) CAA-related inflammation (CAA-ri), which corresponds to
non-destructive perivascular lymphocytic infiltrates. However,
besides histopathological phenotypes, clinical features, imaging
and outcome largely overlap, making these entities likely part of
the same spectrum (61, 62). These pathologies represent up to
30% of primary CNS vasculitis, making it part of single-organ
vasculitis in the Chappell-Hill revised nomenclature (63, 64),
and introducing the hypothesis of an auto-immune mechanism
of these manifestations.

With the noticeable exception of extremely rare CAA-
ri cases, the potential auto-immune mechanisms at stake in
CAA manifestations have been neglected. Clinical and imaging
features of CAA-related hemorrhages or ischemia have been
conceived as the consequence of mechanical constrains, blood
wall weakening, mural degeneration and or vessel occlusion
related to vascular Aβ deposition.

However, it has been convincingly shown that CAA was
increased in patients immunized with AN1792. In a post-mortem
study of 9 treated-patients, Boche et al. found a worsening
of CAA in AN1792 patients, with cerebrovascular deposits
containing not only Aβ1−40, which is classically found in CAA,
but also higher cerebrovascular levels of Aβ1−42, the main
component of senile plaques. These patients also had a higher rate
of vasculopathies and microhemorrhages (65). In our opinion,
and as suggested by some authors (66, 67), the possibility
cannot be discarded that detrimental adaptive immunity raised
against Aβ during the AN1792, whether humoral or cellular,
was as least partly related to cerebrovascular deposits, given:
(i) the predominant leptomeningeal and perivascular location
of cellular infiltrates in meningoencephalitis cases during the
AN1792 trial, (ii) the occurrence of some post-immunization
hemorrhagic or ischemic severe adverse events, including one
case of CAA-related ICH, and (iii) the multiple cortical
hemorrhages and associated lipohyalinosis described by Ferrer et
al. in one meningoencephalitis case (41).

Whether meningoencephalitis and other adverse events were
related to adaptive immune reaction against parenchymal or
against vascular Aβ deposits, it was assumed that T-cell anti-
Aβ response was detrimental, while humoral adaptive anti-Aβ

response was thought to be inocuous and potentially beneficial.
However, adverse events also occurred in the course of passive
immunotherapies with anti-Aβ antibodies, which shed a new
light on the pathophysiology of induced and spontaneously-
occurring CAA manifestations.

MONOCLONAL ANTI-Aβ ANTIBODIES AND

THEIR RELATIONSHIP TO CAA

MANIFESTATIONS

The Illustrative Case of Bapineuzumab
Bapineuzumab is a monoclonal humanized IgG1 antibody
corresponding to the murine clone 3D6, targeting the N-
terminus of the Aβ peptide (Aβ1−5). However, unlike circulating
antibodies arising in AN1792 patients, Bapineuzumab does not
recognize a linear epitope but a conformational one (68). While
patients treated by Bapineuzumab showed a decrease of the
cerebral amyloid load by 11C-PiB TEP-scan (69, 70), they did not
show clinical improvement (71).

During the phase I trial, 3 out of 10 patients treated with
a single infusion of the highest dose of Bapineuzumab (5
mg/kg) developed transient signal abnormalities on T2∗/fluid
attenuation inversion recovery (FLAIR) sequences, interpreted
as a sign of vasogenic cerebral edema (72). Additional cases
were reported during phase II (73) and phase III (74). First
referred as vasogenic edema, these amyloid-related imaging
abnormalities (ARIA) were included in a spectrum of so-called
ARIA-E (E standing for effusion), that encompasses increased
MR signal intensity on FLAIR or other T2-weighted sequences
in the parenchyma gray or white matter and/or leptomeninges,
sometimes in the cerebellum or brainstem. Interestingly, this
radiological presentation appears similar to MRI presentation
of spontaneous inflammatory manifestations of CAA (66, 74).
ARIA-E was found in 17% (36/210) Bapineuzumab-treated
subjects, appearing after the first or second infusion, in a
dose-dependent manner, with an increased risk in ApoE ε4
carriers (7% among non-carriers, 18% among heterozygous,
36% among homozygous) (71). ARIA-E was associated with
clinical manifestations during Bapineuzumab trials in about 20%
subjects. If acute clinical worsening prompted off-protocol MRI
in some cases, most patients were detected by per-protocol MRI.
However, some were retrospectively found to present clinical
signs, similar to inflammatory manifestations of CAA. Another
type of ARIA, namely ARIA-H (H standing for hemorrhages)
appeared during the Bapineuzumab studies in 12% patients,
and featured either microbleeds or cortical superficial siderosis
similar to spontaneous hemorrhagic manifestations of CAA.
ARIA-E and ARIA-H are not independent phenomena. First, the
presence of baseline microbleeds increased the risk of ARIA-
E. Second, de novo ARIA-H were 10 times more prevalent in
patients with ARIA-E (67). They appeared during the same
timeline, and often in the same cortical areas (66).

Although no neuropathological description of ARIA-E have
been reported, the pathophysiological relationship between
ARIA-E and spontaneous CAA-related inflammation on
the one hand, and ARIA-H, and spontaneous CAA-related
hemorrhages on the other hand, was suggested. Hence, it
became obvious that antibodies targeting Aβ are sufficient
to trigger CAA-like manifestations, and that T-cell anti-Aβ

responses arising from active immunization are not required.
Thus, some authors suggested that despite differences in
severity, meningoencephalitis and ARIA-E could be part of
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a same pathophysiological spectrum linked to Aβ vascular
deposition (66, 67).

ARIA in Other Anti-Aβ Passive

Immunotherapies
Aducanumab is a human IgG1 selected from a B-cell library
obtained from healthy aged donors who were cognitively normal.
It was selected for its reactivity against soluble Aβ oligomers
and insoluble Aβ fibrils. Similarly to Bapineuzumab, 22%
(27/125) Aducanumab-treated subjects developed ARIA-E, 33%
being symptomatic, usually mild. Once again, this phenomenon
appeared to be dose-dependent and ApoE ε4-related. Among
ARIA-E subjects, 15 (56%) also had ARIA-H. In particular,
while none of the placebo-treated subjects had cortical superficial
siderosis, 9 Aducanumab-treated patients presented with such
manifestations (75).

Gantenerumab is a human IgG1 selected by phage display
from a human antibody library and optimized in vitro
to enhance its affinity to fibrillar Aβ, and binds to the
N-terminal Aβ1−10 but also the middle portion Aβ19−26

(76). Then again, 10% (53/531) treated patients developed
ARIA-E, and 20% (104/531) developed ARIA-H in a dose-
dependent, ApoE ε4-related manner. The clinical course
was similar to those of Bapineuzumab and Aducanumab
in terms of incidence, symptoms, kinetics and response to
withdrawal (77).

Solanezumab is a humanized IgG1 that binds to the mid-
domain of soluble Aβ. ARIA-E occurred in 18 Solanezumab-
treated subjects, however it was always asymptomatic, with a
low incidence (1.1%), and without statistical difference from
placebo-treated subjects (0.5%). Under Solanezumab treatment,
ARIA-H was more frequent than ARIA-E (9.1%), but once again
without statistically significant difference from placebo-treated
subjects (7.3%). Even though Solanezumab did not seem to
induce a higher frequency of ARIA, the link between ARIA-
E and ARIA-H was still obvious: 71% of patients with ARIA-E
displayed increases in ARIA-H at the time of ARIA-E, and 48%
had co-localized ARIA-H and ARIA-E (78).

Crenezumab is a humanized IgG4 that was designed
in order to avoid FcγRc-binding, hence anti-Aβ antibody-
mediated cellular reaction in order to lower the risk of
ARIA. Crenezumab has a preferential affinity for soluble
oligomers (79). Crenezumab-treated patients in the ABBY study
did not show a higher incidence of ARIA-E, microbleeds
and cortical superficial siderosis. Of note, one asymptomatic
macrohemorrhage was reported in a treated-patient (80). In
the independent BLAZE study, however, 14.5% treated-patients
presented new ARIA-H, as compared to 3.4% placebo-treated
patients (81).

Ponezumab is a humanized IgG2 targeting the C-terminus
of Aβ30−40 that binds to soluble Aβ. The incidence of
microhemorrhages was 16.4% in the Ponezumab group
and 21.4% in the placebo group. However, various MRI
features corresponding to what can be observed during
CAA were reported solely in the Ponezumab-treated group,
either inflammatory-like (1 case with ARIA-E associated
with superficial siderosis, 1 case with cerebral/meningeal
enhancement), hemorrhagic-like (1 case of subdural hematoma),

or ischemic-like (4 cases of cortical infarcts, 2 subcortical
gray-matter infarcts) (82). In 24 CAA patients treated with
Ponezumab, 2 hemorrhagic adverse events (1 case of cerebral
hemorrhage, 1 case of subdural hematoma), and 1 inflammatory-
like event (1 case of asymptomatic ARIA-E) occurred but were
not considered treatment-related by the investigators (83).

Other antibodies have been used in Aβ-related diseases. AAB-
003 was developed by introducing a 3-aminoacid mutation in the
Fc region of Bapineuzumab, resulting in reduced FcγRc binding
and reduced binding to C1q. ARIA-H and ARIA-E were however
reported in the treated group (84). BAN2401 is a humanized
IgG1 monoclonal antibody that selectively binds to Aβ soluble
protofibrils and that did not appear to be related with ARIA
during phase I (85).

CONCLUSION: IMPLICATIONS FOR THE

MANAGEMENT OF CAA COMPLICATIONS

Overall, treatments of Aβ-related diseases with monoclonal
anti-Aβ antibodies can trigger CAA-like manifestations, either
inflammatory or hemorrhagic. In most cases, these radiological
signs are not associated with clinical manifestations. Since they
were followed by treatment discontinuation in most trials,
the question of whether the asymptomatic radiological signs
would have remained infra-clinical or represent a pre-clinical
state remains unanswered. The mechanism of such CAA-like
manifestations is also unknown. Anti-Aβ antibodies could simply
worsen CAA (65) by displacing parenchymal Aβ to the cerebral
vasculature, hence enhancing the risk of CAA manifestations.
A more direct pathogenic role for anti-Aβ antibodies would
involve the mediation of inflammation and/or the triggering of
hemorrhagic events after antibody binding to cerebrovascular
deposits, by impairment of the structural integrity of the blood
vessel, complement-mediated or FcγRc-mediated inflammation.
As a general rule, three concomitant factors seem to modulate
the risk of ARIA. The dose-dependent effect of such anti-
Aβ monoclonal antibodies is the first and better established
one. The second one is anti-Aβ antibody isotype: IgG1 anti-
Aβmonoclonal antibodies such as Bapineuzumab, Aducanumab,
and Gantenerumab, triggered ARIA-E and ARIA-H, while IgG2
(Ponezumab) and IgG4 (Crenezumab) appeared less prone
to trigger CAA-like manifestations. The third one is the
selectivity for soluble or deposited forms of Aβ: Ponezumab
and Crenezumab were more selective for targeting soluble forms
of Aβ, as were Solanezumab and BAN2401, hence maybe less
prone than other antibodies to bind to cerebrovascular deposits
in body fluids.

In any case, the pathogenicity of anti-Aβ antibodies likely
depends on their characteristics: isotype (Ig class and subclass),
specificity toward soluble or aggregated forms of Aβ1−42 or
Aβ1−40, differential affinity for such forms, and concentration in
body fluids.

By analogy with passive immunotherapy-induced ARIA, these
considerations lead to the hypothesis that in sporadic CAA, the
occurrence of some species of anti-Aβ antibodies can trigger
spontaneous inflammatory or hemorrhagic CAA manifestations.
However, serum anti-Aβ antibodies have been scarcely studied in
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CAA (86). Most investigations focused on (i) CSF antibodies (ii)
during CAA-related inflammation. Piazza et al. showed elevated
CSF levels of anti-Aβ IgG during the clinical and radiological
active phase of spontaneous CAA-ri (87). The same group argued
in favor of an intrathecal synthesis of CSF anti-Aβ antibodies,
based on a single case (88). However, experimental evidence
in transgenic mouse model that exhibit AD-like pathology
with a strong CAA component suggested that blood anti-Aβ

antibodies are by themselves prone to aggravate CAA and related
manifestations, including hemorrhages (89, 90).

Anti-Aβ antibodies circulating in the serum are part of the
natural antibody repertoire. Despite methodological difficulties
hindering their study, adverse events that occurred during
anti-Aβ immunotherapies in AD suggest that natural anti-Aβ

antibodies are likely to play a role in the triggering of CAA-
related inflammation, but also in other CAA manifestations
such as hemorrhagic features. Whether such pathogenic anti-
Aβ species would be part of an individual pre-immune natural
repertoire, or would be the result of adaptive processes driven
by cerebrovascular deposits during the course of CAA is
unknown. The pathogenic features of these anti-Aβ antibodies
that would correlate with CAA clinical phenotypes remain
to be determined by a fine-scale analysis of the circulating
anti-Aβ antibody repertoire, focusing on serum concentration,

isotypes and IgG subclasses, specificity, and affinity toward
soluble or aggregated forms of Aβ. Such analysis would deliver
pathophysiological insights about CAA manifestations, but
would hopefully provide new biomarkers for the prediction
of spontaneous and immunotherapy-induced complications in
sporadic CAA and AD.

To date, cognition and education remain the best predictors of
dementia in the elderly, while ApoE polymorphisms consistently
predict Aβ-related pathology (91). The vascular component in
AD and other dementia has raised more and more interest
over the last years. In this view, the study of spontaneously
produced pathogenic anti-Aβ antibodies seems promising. Its
inclusion in predictionmodels of dementiamight be the keystone
that would link cerebrovascular Aβ deposition and macro- or
microvascular impairment.
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