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Résumé : Virus Herpés Simplex de type 1 : une cible potentielle pour la
prévention de la maladie d’Alzheimer ?

Malgré de nombreuses avancées concernant la compréhension des mécanismes impliqués dans
la maladie d’ Alzheimer (MA), son étiologie précise reste inconnue aujourd’hui. Cependant, un
nombre croissant d’articles suggérent que I’implication du virus Herpes Simplex de type 1
(HSV-1) pourrait expliquer a la fois les séquences topographique et temporelle ainsi que le type
d’atteintes retrouvées dans la MA. En effet, HSV-1 est un virus neurotrope retrouvé dans le
cerveau de personnes agées et présentant un tropisme particulier pour les zones impliquées dans
la MA. Il est également capable de se propager de cellules en cellules. Durant la vie, HSV-1
reste a 1’état latent dans le corps et est capable de se réactiver périodiqguement. Avec I’avancée
en age, le déclin du systéme immunitaire pourrait permettre la survenue de réactivations plus
fréquentes et/ou plus intenses du virus, expliquant ainsi potentiellement la survenue tardive et
progressive de la MA. De plus, les principaux margqueurs anatomopathologiques de la MA
(Iésions amyloide, tau, neuroinflammation) peuvent étre induits in vitro et chez 1’animal par
I’inoculation du virus HSV-1 et ’accumulation du peptide aff pourrait étre due a son implication
dans la défense antimicrobienne. Dans cette these, afin de tester cette hypothese, nous avons
dans un premier temps évalué 1’association entre les données de sérologies anti-HSV et
différents marqueurs de la MA en fonction de la présence de 1’allele APOE4, facteur de risque
génétique de MA semblant moduler 1’effet du virus sur le cerveau. En effet, la présence de
facteurs de susceptibilité, notamment génétiques, permettrait d’expliquer pourquoi, malgré une
séroprévalence d’approximativement 80%, certains sujets infectés restent « porteurs sains »
tandis que d’autres développent la maladie. Dans les cohortes Trois Cités Bordeaux et AMI
(Aging Multidisciplinary Investigation), nous avons ainsi mis en évidence que, parmi les sujets
porteurs de I’allele APOEA4, les sujets infectés avaient 2 fois plus de risque de développer une
MA par rapport aux non-infectés et 3 fois plus s’ils présentaient un taux d’IgG anti-HSV élevé
(reflet possible de réactivations virales plus fréquentes au cours du temps) ; a I’inverse, aucune
association n’était retrouvée chez les non-porteurs d’APOE4. Les sujets infectés avaient
également plus d’altérations de la microstructure de la substance blanche au niveau du cingulum
et du fornix para-hippocampiques que les sujets non infectés et, pour ceux ayant un taux d’IgG
élevé, ils présentaient également un volume hippocampique plus faible. Paradoxalement, au
sein de I’essai MAPT (Multidomain Alzheimer Preventive Trial), nous avons mis en évidence
que, parmi les porteurs de I’allele APOE4, les sujets infectés (et particulierement ceux ayant un
taux élevé d’IgG) avaient significativement moins de dép6ts amyloides que les non-infectés
tandis qu’aucune association n’était retrouvée chez les sujets non-porteurs d’APOE4. Ce
résultat, bien qu’allant dans le sens inverse de celui attendu, pourrait potentiellement étre
expliqué par un biais de sélection des sujets inclus dans 1’essai. Enfin, grace aux données de 68
291 sujets agés issus de I’Echantillon Généraliste des Béneéficiaires suivis entre 2009 et 2017,
nous avons mis en évidence que la prise d’au moins un anti-herpétique a action systémique était
associée a une diminution de 15% du risque de développer une MA. Malgré un nombre faible
de participants avec une prise réguliere durant le suivi, cette association pourrait refléter un
effet protecteur du traitement, en particulier si I’on considére la possibilité d’un traitement plus
régulier durant la période de vie précédant I’inclusion. Au total, si nos résultats semblent en
faveur de I’implication du virus HSV-1 dans la MA, de nombreuses questions restent encore en
suspens pour confirmer cette hypothéese et son potentiel en termes de prévention.

Mots clés : Maladie d’ Alzheimer, Herpés simplex virus, Infection, Prévention



Abstract: Herpes Simplex Virus type 1: a potential target for the
prevention of Alzheimer's disease?

Despite many advances in the understanding of the mechanisms involved in Alzheimer's
disease (AD), its precise etiology remains unknown. However, an increasing number of articles
suggest that an involvement of the Herpes Simplex virus type 1 (HSV-1) could explain both the
topographic and temporal sequences as well as the type of damage found in AD. Indeed, HSV-
1 is a neurotropic virus found in the brains of elderly people and it has a particular tropism for
the areas involved in AD. It is also able to spread from cell to cell. During life, HSV-1 remains
latent in the body and is able to reactivate periodically. With advancing age, the decline of the
immune system could allow more frequent and/or intense reactivations of the virus, potentially
explaining the late and progressive onset of AD. In addition, the main pathological markers of
AD (amyloid and tau pathologies, neuroinflammation) can be induced in vitro and in animal
models by inoculation of the HSV-1 virus and the accumulation of the af} peptide could be due
to its involvement in antimicrobial defense. In this thesis, in order to test this hypothesis, we
first evaluated the association between anti-HSV serologies and different markers of AD
according to the presence of the APOE4 allele, a genetic risk factor for MA which may
modulate the effect of the virus on the brain. Indeed, the presence of susceptibility factors,
genetic or not, would explain why, despite a seroprevalence of approximately 80%, some
infected subjects remain "healthy carriers” while others develop the disease. In the Trois Cités
Bordeaux and the AMI (Aging Multidisciplinary Investigation) cohorts, we demonstrated that,
among the APOE4 carriers, the infected subjects had 2 times the risk of developing AD than
the non-infected and three times if they had a high level of anti-HSV 1gG (possible reflection
of more frequent viral reactivations over time); conversely, no association was found in APOE4
non-carriers. Infected subjects also had more alterations of the white matter microstructure in
the parahippocampal cingulum and fornix than uninfected subjects, and if they had an elevated
IgG levels, they also presented lower hippocampal volumes. Paradoxically, in the MAPT trial
(Multidomain Alzheimer Preventive Trial), we demonstrated that, among APOE4 carriers,
infected subjects (and particularly those with high IgG levels) had significantly less amyloid
deposits than uninfected individuals while no association was found in APOE4 non carriers.
This result, although going in the opposite direction to that expected, could potentially be
explained by a selection bias of the subjects included in the trial. Then, using medico-
administrative data from 68,291 elderly subjects monitored between 2009 and 2017, we
demonstrated that taking at least one systemic anti-herpetic drug was associated with a 15%
decrease in the risk of developing AD. Despite a low percentage of participants with regular
intake during follow-up, this association could potentially reflect a protective effect of the
treatment, in particular considering the possibility of more regular treatment during the period
of life before inclusion. Overall, while our results seem in favor of the involvement of HSV-1
in AD, many questions still remain to confirm this hypothesis and its potential in terms of
prevention.

Keywords: Alzheimer’s disease, Herpes simplex virus, Infection, Prevention
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1. Etat des connaissances et objectifs de la thése

1.1 La démence et la maladie d’Alzheimer

1.1.1 Ladémence

1.1.1.1 Définition et diagnostic de démence

Le terme de « démence » est aujourd’hui couramment utilisé pour faire référence a

I’apparition d’un ou plusieurs troubles cognitifs associée a un retentissement fonctionnel.

Les types de troubles associés sont extrémement variés reflétant la complexité des fonctions
cognitives. A titre d’exemple, la personne peut notamment avoir des difficultés a se rappeler
des informations ou a en mémoriser de nouvelles (on parle de trouble de la mémoire ou de
trouble mnésique), a s’exprimer ou a comprendre le discours d’autrui (on parle d’aphasie), a
reconnaitre des objets, des licux ou des personnes (on parle d’agnosie), a réaliser certains gestes
ou activités motrices complexes (on parle d’apraxie) ou a planifier des taches et a avoir une
pensée abstraite (on parle de troubles des fonctions exécutives). Ces troubles peuvent également
étre associés a des troubles du comportement comme, par exemple, une agitation ou une

apathie.

Le retentissement fonctionnel, quant a lui, s’évalue par la nécessité d’étre aidé pour la
réalisation d’activités de la vie quotidienne plus ou moins complexes (se noutrrir, s habiller, se

laver, prendre ses traitements, utiliser le téléphone, faire ses courses...).

Le diagnostic de « démence » est basé sur les criteres diagnostiques du « Manuel
diagnostique et statistique des troubles mentaux » (en anglais « Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders », DSM).

Dans la version IV du DSM (1), le diagnostic de démence nécessitait 1’existence a la fois d’un
déficit de la mémoire et d’un déficit dans un autre domaine cognitif, le tout associé a un
retentissement sur le plan fonctionnel (Tableau 1). Ces critéres ont récemment évolué dans la

version V du DSM (version anglaise en 2013 et frangaise en 2015) (2) (Tableau 1) soulignant :
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- La volonté d’utiliser un terme moins négativement connoté : le terme de démence est
ainsi remplacé par celui de « trouble neurocognitif majeur ».

- L’¢largissement des critéres diagnostiques rendant non essentiel ’altération de la
mémoire dans le diagnostic et tenant ainsi mieux compte de la diversité des étiologies
de demence.

- La reconnaissance de I’existence de formes plus légeres associées a un déficit cognitif
modeste n’interférant pas avec I’indépendance dans les activités quotidiennes et définies

sous le terme de « trouble neurocognitif mineur ».?

1 Ce terme pourrait étre rapproché du concept de déficit cognitif Iéger ou « Mild Cognitif Impairment » (MCI)
défini par Petersen (3).
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Tableau 1 : Critéres diagnostiques de démence (DSM V) et de troubles neurocognitifs majeur ou mineur (DSM V)

DSM 1V : Démence

DSM V : Trouble neurocognitif majeur

DSM V : Troubles neurocognitifs mineur

A. Apparition de déficits cognitifs multiples,
comme en témoignent a la fois:

1. un déficit de la mémoire

2. une (ou plusieurs) des perturbations
cognitives suivantes : aphasie, apraxie, agnosie
ou perturbation des fonctions exécutives

B. Les déficits cognitifs des criteres Al et A2
sont tous les deux a l'origine d'une altération
significative du fonctionnement social ou
professionnel et représentent un déclin
significatif par rapport au niveau de
fonctionnement antérieur.

C. Les déficits cognitifs des critéres Al et A2
ne sont pas dus a une des causes suivantes :

1. autres affections du systéme nerveux central
qui peuvent entrainer un déficit de la mémoire
et du fonctionnement cognitif

2. affections générales pouvant entrainer une
démence

D. Les déficits ne surviennent pas de fagon
exclusive au cours de I'évolution d'un delirium

E. La perturbation n'est pas expliquée par un
trouble dépressif majeur ou une schizophrénie

3. affections induites par une prise de substance.

A. Evidence d'un déclin cognitif significatif par
rapport au niveau de performance antérieur
dans un domaine cognitif ou plus (fonctions
exécutives, apprentissage et mémoire,
langage...) sur la base

1. d'une préoccupation de I'individu, d'un
informateur bien informé, ou du clinicien quant
a un déclin significatif de la fonction cognitive ;
et

2. d'un déficit de la performance cognitive, de
préférence documenté par des tests
neuropsychologiques standardisés ou, en leur
absence, une autre évaluation clinique
guantifiée.

B. Les déficits cognitifs interférent avec
I'indépendance dans les activités
guotidiennes.

C. Les déficits cognitifs ne se produisent pas
exclusivement dans le cadre d'un délirium.

D. Les déficits cognitifs ne sont pas mieux
expliqués par un autre trouble mental (par
exemple, le trouble dépressif majeur, la
schizophrénie).

A. Evidence d'un modeste déclin cognitif par
rapport au niveau de performance antérieur
dans un domaine cognitif ou plus (fonctions
exécutives, apprentissage et mémoire,
langage...) sur la base :

1. d'une préoccupation de I'individu, d'un
informateur bien informé, ou du clinicien quant
a un déclin léger de la fonction cognitive ; et

2. d'un modeste déficit de la performance
cognitive, de préférence documenté par des tests
neuropsychologiques standardisés ou, en leur
absence, une autre évaluation clinique
quantifiée.

B. Les déficits cognitifs n'interférent pas avec
I'indépendance dans les activités
guotidiennes (mais des efforts plus grands, des
stratégies compensatoires, ou une
accommodation peuvent étre nécessaires).

C. Les déficits cognitifs ne se produisent pas
exclusivement, dans le cadre d'un délirium.

D. Les déficits cognitifs ne sont pas mieux
expliqués par un autre trouble mental (par
exemple, le trouble dépressif majeur, la
schizophrénie).
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1.1.1.2 Prévalence et incidence de la démence

D’aprés le Rapport Mondial Alzheimer 2015 (4) ayant répertorié 273 études de
prévalence a travers le monde, le nombre de personnes vivant avec une démence était de
46,8 millions de personnes en 2015, soit 5,2% des sujets de 60 ans et plus. L’Europe de
I’Ouest était la deuxieme région du monde la plus touchée, apres la région Est de I’ Asie, avec
une prévalence de 6,9%, soit 7,45 millions de cas. En France, le nombre de personnes démentes
avait été estimé a environ 966 000 en 2015, soit 8,1% des personnes agees de 65 ans et plus et

1,5% de la population générale (5).

Du fait de I’augmentation de la population agée en lien avec le vieillissement démographique
(baby-boom, augmentation de I’espérance de vie) et ’augmentation de la population mondiale,
cette prévalence est amenée a augmenter dans le temps. Selon les estimations du Rapport
Mondial Alzheimer 2015 (4), elle devrait atteindre 74,7 millions de personnes dans le monde
en 2030 et toucher principalement les pays a bas et moyen revenus (Figure 1). En Europe de
I’Ouest et en France, les estimations du nombre de sujets déments en 2030 sont respectivement
de 9,99 millions et 1,2 million. Néanmoins, ces projections ne tiennent compte que de
I’augmentation de la population a risque et non d’une éventuelle évolution du risque de

démence avec le temps (son incidence).

[ High-income countries
120+ [ Low and middle-income countries
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|

Peaple (millions)

Fud
[}
]

| | | | | |
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Figure 1 : D'apres Prince (4), augmentation du nombre de personnes démentes (en millions) dans les pays a hauts revenus et
a bas ou moyens revenus entre 2015 et 2050.

L’incidence de la démence était estimée en 2015 a plus de 9,9 millions de nouveaux cas par
an dans le monde (4). Celle-ci augmente avec 1’age passant de 3.9 nouveaux cas /1000

personne-années chez les 60-64 ans a 104.8 nouveaux cas /1000 personne-années chez les sujets



de plus de 90 ans. En Europe et en France, les nombres de nouveaux cas par an en 2015 étaient
respectivement estimés a 2,5 millions (4) et a 165 000 (5).

Or, certaines études (6-8) suggérent une tendance a la diminution de I’incidence de la
démence avec le temps, notamment en Europe et aux Etats-Unis. Cette tendance,
potentiellement en lien avec une meilleure prise en charge des facteurs de risque de démence
(facteurs de risque cardio-vasculaires, faible niveau d’éducation...), pourrait ainsi entrainer une
réévaluation a la baisse du nombre de déments a venir, sans toutefois suffire & compenser

I’augmentation décrite précédemment.

1.1.1.3 Impact sociétal de la démence

La démence a des conséquences graves a la fois pour le malade, son entourage et la sociéte.

Concernant le malade, 1’évolution vers les stades sévéres de démence entraine une perte
progressive d’autonomie pouvant aller jusqu’a nécessiter une institutionnalisation et est

également associée a un risque augmenté de déces.

D’aprés “The Global Burden of Disease Study” (9) regroupant les données de 237 études
réalisées dans le monde entre 1990 et 2016, environ 6,3% des années de vie perdues en bonne
santé et 8,6% des déces (soit 2,2 millions) pouvaient étre attribuables a la démence chez les
plus de 70 ans dans le monde en 2016. La démence serait ainsi la 2eme cause principale de
décés chez les plus de 70 ans (aprés les cardiopathies ischémiques) et la 23°™ cause principale

d’années de vie perdues en bonne santé toutes tranches d’age confondues.

Les données de la cohorte PAQUID ont également permis d’estimer I’impact de la démence
dans la population agée francaise. Ainsi, parmi les sujets de 75 ans et plus en 1998-1999, 38,8%
des sujets déments étaient institutionnalisés. La démence était ainsi la principale cause de
dépendance sévére (les déments représentaient 87,8% des personnes dépendantes) et la
principale cause d’institutionnalisation (les déments représentaient 71,6% des résidents
d’institution) (10). Les sujets déments avaient egalement presque deux fois plus de risque de
déces que les non-déments aprés ajustement sur les caractéristiques sociodémographiques et

sur la présence de comorbidités (11).
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Les conséquences sur 1’entourage des patients ne doivent également pas étre sous-
estimées. La prise en charge d’un proche dément est ainsi associée a un risque augmenté
de morbidité pour I’aidant avec notamment une augmentation du risque d’anxiété, de
dépression et méme de décés (12-14). Elle a également des répercussions non négligeables

sur le quotidien des familles et sur le plan financier.

Sur le plan sociétal, la démence a également un impact financier majeur ainsi qu’un

impact en termes d’utilisation des ressources de soins (humaines comme matérielles).

Au niveau mondial (15), le colt global associé a la prise en charge de la démence en 2015 était
de 818 milliards de dollars américains, soit 1,09% du Produit Intérieur Brut global, et il était
estimé que le seuil de 1 000 milliards de dollars serait dépassé en 2018. Le codt moyen annuel
d’une personne démente était estimée a 43 680 dollars américains dans les pays du G7 en 2015.
Ces dépenses étaient en grande partie liées a la prise en charge de la dépendance. Les colts
médicaux directs ne représentaient que 20% du codt global tandis que le co(t restant était lié a
des soins sociaux directs (prise en charge a domicile ou en institution par des professionnels)

ou informels (entourage non rémunéré).

En France, selon une étude réalisée en 2010 (5), le codt global de la démence serait de 23

milliards d’euros en 2020 et atteindrait 41 milliards d’euros en 2050.

Face a ces conséquences, plusieurs plans de santé publique a I’échelle nationale ou
internationale (comme par exemple les différents « Plans Alzheimer » en France) ont été
mis en place pour faire face au défi que représente la démence pour notre société. lls
mettent notamment I’accent sur la nécessité de miser sur la prévention en jouant sur les facteurs

de risque de la démence.
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1.1.1.4 Facteurs de risque de démence

Parmi les facteurs de risque connus de démence, certains sont non modifiables (comme 1’age,

le sexe ou les facteurs génétiques) tandis que d’autres, modifiables, sont accessibles a des
politiques de prévention.

1.1.1.4.1 Facteurs de risque non modifiables

L’age et le sexe féminin sont des facteurs de risque non modifiables de démence. Dans
le monde, la prévalence de la démence augmente avec 1’age : elle double approximativement

tous les 5 ans entre 50 et 80 ans puis augmente plus lentement chez les sujets de plus de 80 ans
(Figure 2).
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Figure 2 : D'apres Nichols (9), prévalence globale standardisée sur I'age de la maladie d'Alzheimer et autres démences par
sexe en 2016 (et leur intervalle de confiance a 95%).

Le sexe féminin semble également étre un facteur de risque indépendant de démence, bien que
celui-ci ne soit pas retrouve dans toutes les études (16). Différentes hypotheses, en dehors d’une

exposition différente a plusieurs facteurs de risque modifiables de démence et d’un potentiel
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biais de survie sélective, ont été formulées quant au mécanisme pouvant expliquer un sur-risque
de démence spécifiquement lié au sexe féminin (17). On peut notamment citer un impact
délétére sur I’intégrité des structures cérébrales des troubles hypertensifs survenant durant la
grossesse, de la ménopause et/ou de sa supplémentation hormonale ainsi qu’un potentiel impact
d’un plus faible volume intracranien moyen sur la réserve cérébrale (i.e., nombre de neurones

et de synapses).

Parmi les facteurs de risque non modifiables, il faut également prendre en compte les facteurs
génétiques. Ceux-ci sont plus souvent étudiés en rapport avec un type particulier de démence
et nous les aborderons plus spécifiquement dans le cadre de la maladie d’Alzheimer au

paragraphe 1.1.2.1.4.

1.1.1.4.2 Facteurs de risque modifiables

D’aprés la méta-analyse reéalisée par « The Lancet Commission on Dementia
Prevention, Intervention, and Care 2020 » (18), douze principaux facteurs de risque de
démence sont accessibles a une prévention et ceci a différents ages de la vie : un moindre
niveau d’éducation, une hypertension artérielle, un diabete, une obésité, I’inactivité physique,
le tabagisme, la pollution de 1’air, une consommation excessive d’alcool, les traumatismes

craniens, les troubles auditifs, la dépression et un isolement social.

D’autres facteurs (non considérés comme majeurs dans cette méta-analyse) sont également
identifiés comme de potentiels facteurs de risque (ou facteurs protecteurs) dans la littérature
(19) tels que, par exemple, les dyslipidémies, le manque de sommeil, I’adhérence a un régime
méditerranéen, la consommation de certains nutriments ou aliments (20,21), la prise d’anti-

inflammatoires non stéroidiens (AINS) ou les stimulations cognitives...

S’il est parfois difficile de distinguer simple association statistique et relation causale, deux
principaux types de mécanismes ont ét€ proposés pour expliquer I’impact de ces facteurs sur le

risque de démence (Figure 3).
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» Minimise diabetes
= Treat hypertension
= Prevent head injury
« Stop smoking

= Reduce air pollution Reduced neuropathaological
« Reduce midlife obesity damage (amyloid or
tau-mediated, vascular or
inflammatory)

» Mantain frequent exercise
« Reduce occurrence of depression
« Avoid excessive alcohol

I —® Preventing dementia

Increased and maintained
cognitive resense

« Treat hearing impairment
» Mantain frequent social contact —
= Attain high level of education

Figure 3 : D'apreés Livingston.(18), mécanismes de prévention possibles de la démence

D’une part, certains facteurs pourraient intervenir sur ce qu’on appelle la résilience
cognitive (22). La résilience cognitive est un concept illustrant la différence pouvant exister
entre ’intensité des 1ésions neuropathologiques retrouvées chez un sujet et leurs répercussions
sur le plan cognitif (le terme de réserve est également parfois employé). Celle-ci met en jeu a
la fois le nombre de neurones et de synapses d’un individu (on parle de réserve cérébrale), la
capacité du cerveau a réduire I’impact sur les fonctions cognitives des altérations survenant au
cours du temps (on parle de maintenance cérébrale) ainsi que la capacité a mettre en place des
processus cognitifs de compensation face au développement de certains déficits cognitifs (on
parle de réserve cognitive). Ce serait par exemple le cas de I’éducation ou des interactions
sociales qui pourraient avoir un impact sur la réserve cognitive, des troubles auditifs et de la
dépression potentiellement associés a une moindre stimulation cognitive ou de D’activité

physique suspectée d’avoir un impact sur la neurogénése hippocampique (18).

D’autre part, d’autres facteurs jouent directement sur P’apparition de lésions
neuropathologiques menant a la démence. C’est le cas par exemple des facteurs de risque
cardiovasculaires et métaboliques (obésité, diabete, tabagisme, hypertension artérielle,

dyslipidémie) qui sont en partie responsables de lésions vasculaires au niveau du systéeme
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nerveux central. D’autres facteurs pro ou anti-inflammatoires (par exemple la prise d’AINS)
pourraient jouer sur la neuroinflammation et certains facteurs (comme les traumatismes

craniens) directement sur I’accumulation de protéines amyloides et tau.

Sous I’hypothése d’une relation causale entre ces facteurs et la démence, on estime aujourd’hui
que 40% des démences dans le monde pourraient étre attribuables aux 12 facteurs
majeurs identifiés précédemment (18). Ainsi, si les facteurs de risque identifiés aujourd’hui
offrent certes plusieurs pistes de prévention a I’échelle individuelle ou sociétale, ils sont encore
loin d’expliquer la totalité des mécanismes en cause dans les différentes formes étiologiques de
démence. C’est notamment particuliérement le cas pour les démences dites

« neurodégénératives » dont les causes sont encore mal comprises.

1.1.1.5 Formes étiologiques de la démence

Les étiologies (causes) de démence sont trés variées et peuvent étre regroupées en deux

catégories :

- Les démences dites « neurodégénératives » regroupent une tres grande variété de
pathologies dont, par exemple, la maladie d’Alzheimer (MA), la démence a corps de
Lewy, la démence associée a la maladie de Parkinson, la dégénerescence lobaire fronto-
temporale, la sclérose latérale amyotrophique, la paralysie supranucléaire progressive,
la maladie de Pick, la maladie de Creutzfeldt-Jakob... (23).

Elles ont en commun une mort lente et progressive des cellules neuronales et donc une
évolution pejorative de la maladie au cours du temps.

Elles se distinguent notamment par le type de Iésions anatomopathologiques, par leur
topographie (et donc par le type de fonctions cognitives touchées) ainsi que par leur
séquence d’évolution (Tableau 2).

- Les démences non neurodégénératives regroupant notamment la demence vasculaire
et des démences secondaires a des affections genérales (ex : neurosyphilis, maladie de
Lyme, démence associée au VIH, hydrocéphalie a pression normale, trouble

métabolique, prise de toxique...).
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Tableau 2 : Adapté d’aprés Dugger et al. (23), exemples de maladies neurodégénératives

Protein
Disease Main neuropathology apgregate(s) Main anatomic vulnerability
Amvyloidoses
Creutzfeldt—Jakob disease Spongiform changes PrP Cerebral cortex
(genetic, variant, sporadic, Prion protein (PrP) Meostriatum
iatrogenic) accumulation Thalamus
Cerebellum
Alzheimer’s disease Neurofibrillary tangles AR Basal forebrain
(NFTs) 3R + 4R tau Frontal and tempoml lobes
Neuropil threads Limbic structures
MNeuritic and amyloid Locus coeruleus
plaques Olfactory bulb
Amyloid angiopathy
Tauopathies
Progressive supranuclear palsy Globose NFTs 4R tau Subthalamic nudeus
Tufted astrocytes Substantia nigra
Oligodend mglial coiled Superior colliculus
bodies Cerebellar dentate
Neuropil threads
Corticobasal degeneration Pretangles 4R tau Frontoparietal assodation
Astrocytic plaques cortices
Neuropil threads Neostriatum
Ballooned neurons Substantia nigra
Synucleinopathies
Lewy body disorders Lewy bodies a-Synucdein  Amygdala
Lewy neurites Cerebral cortex
Dorsal motor nucleus
Hippocampus (CA2)
Locus coeruleus
Olfactory bulb
Substantia nigra
TDP-43 Proteinopathies
Frontotemporal lobar Neuronal cytoplasmic TDP-43 Frontal and tempomal cortices
degeneration incusions Basal ganglia
Neuronal nuclear Substantia nigra
indusions
Dystrophic neurites
Amyotrophic lateral sclerosis  Upper and lower motor TDP-43 Maotor cortex

neuron loss

Bunina bodies
Neuronal inclusions
Astrocytic hyaline
indusions

Brainstem motor neurmns
Spinal cord motor neurons
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Parmi ces démences, la maladie d’Alzheimer représente la majorité des diagnostics
cliniques. Selon une étude réalisée en 2000, en Europe, les diagnostics cliniques de maladie
d’ Alzheimer représentaient 53,7% des cas de démence et ceux de démence vasculaire 15,8%
des cas (24). En France, dans la cohorte francaise des Trois-Cités, la maladie d’Alzheimer
représentait 67% des diagnostics de démence, la démence mixte (associant MA et démence
vasculaire) 12%, la démence vasculaire 9%, la démence associée a la maladie de Parkinson 4%,

la démence a corps de Lewy 4% et la demence frontotemporale 0,3%.

Néanmoins, les résultats des études anatomopathologiques réalisées sur des échantillons de
cerveaux post-mortem nous donnent & voir une réalité bien plus complexe. D une part, chez
la majorité des sujets déments, il semble que coexistent différentes étiologies de démence.
D’autre part, il existe une proportion non négligeable de sujets présentant des marqueurs
anatomopathologiques de démence sans retentissement clinique. Ainsi, en 2006, dans une série
d’autopsies chez 1050 sujets agés déments (dont 63% de diagnostics cliniques de maladie
d’Alzheimer et 10% de démence vasculaire), Jellinger et al. (25) ont mis en évidence que 86%
des sujets présentaient des 1ésions compatibles avec la maladie d’Alzheimer dont 42,8% de MA
dite « pure », 22,6% de MA associée a des lésions vasculaires et 10,8% associees a des corps
de Lewy. Parmi les sujets ayant eu un diagnostic clinique de MA, 93% présentaient des lésions
anatomopathologiques de MA mais seul 44,7% présentaient une forme dite « pure ». Plus
récemment, en 2016, James et al. (26) se sont intéressés a la coexistence des lésions type MA
et des dépdts de protéines TDP-43 chez 398 sujets déments ayant recu un diagnostic clinique
de maladie d’Alzheimer et 548 sujets agés contrbles. Parmi les sujets diagnostiqués déments,
98,2% présentaient des Iésions anatomopathologiques : 80,9% présentaient des Iésions de type
Alzheimer, 64,6% des dépdts TDP-43, 57,0% des lésions vasculaires, 34,1% des corps de
Lewy, 20,2% une sclérose hippocampique. Chez les sujets contrbles, 85,4% des sujets
présentaient des Iésions (tous types confondus).
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La «démence » est donc un processus profondément complexe regroupant une
diversité de tableaux cliniques (reflétant les zones cérébrales atteintes), de lésions
anatomopathologiques souvent multiples et des facteurs étiologiques pour lesquels beaucoup
reste a comprendre. Dans la suite de cette these, tout en gardant a I’esprit cette complexité, nous

tenterons de nous concentrer plus spécifiquement sur la maladie d’Alzheimer et ses spécificités.

1.1.2 La maladie d’Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer doit son nom a Alois Alzheimer, médecin allemand, qui décrit
les premiers cas de la maladie au début des années 1900 (27,28). Cette description associait un
tableau clinique de démence et des Iésions anatomopathologiques caractéristiques au niveau du
cerveau des malades décédés. Depuis un peu plus d’un siécle, de nombreuses avancées ont

permis d’affiner la compréhension de la maladie mais beaucoup reste encore a apprendre. ..

1.1.2.1 Caractéristiques de la maladie d’Alzheimer

1.1.2.1.1 Marqueurs anatomopathologiques de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de trois principaux types de
margueurs anatomopathologiques : i) une accumulation intracérébrale de depdts amyloides,
if) une hyperphosphorylation de la protéine Tau aboutissant a I’apparition de dégénérescences

neurofibrillaires et iii) une neuroinflammation (29-31).

L’accumulation des dépots amyloides intracérébraux résulte du clivage d’une protéine
nommeée APP (protéine précurseur de I’amyloide ou amyloid precursor protein en anglais)
(Figure 4). Cette protéine va pouvoir étre clivee selon deux voies dites « amyloidogenique » et
« non amyloidogénique » (32). La voie « amyloidogénique » fait intervenir les enzymes f3 et y-
sécrétases et entraine la formation d’un peptide af existant sous différentes isoformes dont
aP1-40 (80%) et ap1-42 (10%) (33).
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Figure 4 : D'apres Querfurth (29), clivage de I'APP aboutissant a la formation du peptide amyloide

Le clivage d’APP est alors responsable de 1’accumulation de dépdts amyloides a la fois au
niveau intra et extracellulaire. Au niveau extracellulaire, le peptide ap, ayant la capacité de
s’auto-agréger, va entrainer la formation de dépdts soit diffus soit plus denses. Des dépdts de
peptides ap peuvent également exister dans la paroi des gros et des petits vaisseaux cérébraux
(on parlera d’« angiopathie amyloide »).

Les dépdts plus denses sont associés a différents éléments: une couronne de neurites?
dystrophiques associés notamment a des amas de protéines tau et une inflammation locale. On
parlera de « plaques amyloides » (23).

*

Figure 5 : D'apres Dugger (23) , dépdts amyloides existant dans le cadre de la maladie d’Alzheimer (détection par
immunohistochimie)

E : plaques a centre dense, F : plaques diffuses (étoiles) et angiopathie amyloide

2 Prolongement du corps cellulaire d'un neurone qu’il s’agisse d’un axone ou d'une dendrite.
29



Aparté sur les outils diagnostiques en lien avec la pathologie amyloide
Il est aujourd’hui possible d’identifier I’accumulation de dépdts amyloides intracérébraux ante-
mortem grace a différents examens. La tomographie par émission de positons (TEP)
amyloide (pour laquelle il existe différents ligands) permet d’estimer la charge amyloide
intracérébrale. Le dosage des peptides amyloides au niveau du liquide cérébro-spinal (LCS)
permet de mettre en évidence une diminution de la concentration périphérique des peptides af3
en lien avec leur accumulation intracérébrale. Le dosage des peptides amyloides est également
possible au niveau du plasma. Néanmoins, on sait aujourd’hui que la charge amyloide n’est

pas un bon reflet de I’atrophie corticale (ct donc de I’apparition des troubles cognitifs) (32).

La protéine Tau, codée par le gene MAPT, est une protéine associée aux microtubules,
structure permettant le transport de différents composants au sein de la cellule (vésicules,
organelles...). Elle est impliquée dans leur stabilité et dans leur organisation. Elle existe en 6
isoformes au niveau du systéme nerveux central chez ’homme (34). Dans la maladie
d’Alzheimer, cette protéine se retrouve anormalement hyper-phosphorylée (on parle de
« pretangle » en anglais). Elle perd son affinité pour les microtubules entrainant leur
désorganisation et altérant ainsi le transport axonal (Figure 6). La protéine va ensuite pouvoir
s’auto-agréger en filaments aboutissant a la formation des dégénérescences neurofibrillaires
intracellulaires (ou « neurofibrillary tangles » en anglais) que 1’on peut retrouver au niveau du
corps du neurone comme au niveau des axones et des dendrites (on parlera alors de « neuropil
threads ») (Figure 7).
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Figure 6 : D aprés Querfurth (29), modification survenant au niveau de la protéine Tau dans le cadre de la maladie
d’Alzheimer

Figure 7 : D aprés Dugger (23), dégénérescences neurofibrillaires dans le cadre de la maladie d’Alzheimer

Dégénérescence neurofibrillaire visible en immunohistochimie (fleche blanhe)
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Aparté sur les outils diagnostiques en lien avec la pathologie Tau et a [’atrophie corticale

Comme pour les dépdts amyloides, il est aujourd’hui possible d’identifier la présence de 1ésions
associees a la protéine Tau ante-mortem grace au TEP-Tau et au dosage des protéines Tau
totale (T-Tau) et Tau phosphorylée (P-Tau) qui sont augmentées aussi bien dans le LCS
que dans le plasma.
La densité de dégénérescences neurofibrillaires est bien corrélée a la perte neuronale identifiée
par la mesure de I’atrophie corticale en imagerie cérébrale par résonnance magnétique
(IRM) ou par la mise en évidence d’un hypométabolisme au TEP au *F-fluorodeoxyglucose
(35).

La maladie d’Alzheimer est également caractérisee par la présence d’une neuroinflammation
(36) mettant en jeu notamment 1’activation des cellules microgliales (impliquées dans la
phagocytose des plaques amyloides) et d’astrocytes, 1’activation du systeme du complément et

la sécrétion de cytokines.

Ces trois principaux marqueurs sont également associés a de nombreuses autres anomalies

(29,37,38) comme, par exemple :

- Une dysfonction mitochondriale et un stress oxydatif.

- Des anomalies liées aux mécanismes d’endocytose et d’autophagie.

- Des réentrées anormales en cycle cellulaire.

- Des anomalies en lien avec le métabolisme du calcium et le métabolisme lipidique.

- Une perte synaptique.

- Une modification de la concentration de certains neurotransmetteurs (comme
I’acetylcholine et le glutamate qui sont notamment la cible de certains traitements de la

maladie).

Ces différentes anomalies aboutissent finalement a la perte neuronale et aux symptomes
cliniques associés. Néanmoins, le mécanisme précis responsable de la perte neuronale reste

encore mal compris.
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1.1.2.1.2 Séquence topographique et symptdmes cliniques associés

Les dépots amyloides ainsi que les degénérescences neurofibrillaires ne sont pas
répartis de maniére aléatoire dans le cerveau. Des études anatomopathologiques sur
échantillons de cerveaux ont permis d’estimer I’évolution typique de ces deux types de

Iésions au cours du temps.

Concernant les dégénérescences neurofibrillaires, Braak et al (39-41) (Figure 8) ont décrit
une topographie tres stéréotypée compatible avec une transmission trans-synaptique de
la pathologie de neurones en neurones suivant les réseaux neuronaux (41-43). Les Iésions
débuteraient ainsi au niveau du noyau basal de Meynert (44) et du locus coeruleus pour
ensuite s’étendre au niveau des cortex trans-entorhinal et entorhinal du lobe temporal (stades |
et II) puis au niveau des aires limbiques incluant I’hippocampe responsable des capacités
mnésiques (stades 111 et 1V) et enfin au niveau du néocortex® (stades V et VI). A noter que des
Iésions tau sont également décrites dans d’autres régions comme les bulbes olfactifs (45,46),
I’hypothalamus ou le thalamus (31) et qu’il existe un certain degré d’asymétrie de la

pathologie entre les hémispheres (47).

3 Couche externe des hémisphéres cérébraux
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Figure 8 : D'apres Braak (41), stades décrivant I'évolution de la pathologie Tau dans la maladie d'Alzheimer

La survenue des symptomes cliniques refléete dans une certaine mesure la topographie de
la pathologie Tau. Ainsi, la forme typique de la MA se caractérise par une atteinte inaugurale
de la mémoire épisodique (on parle de syndrome amnésique de type hippocampique ou
temporal interne) qui va entrainer une difficulté a se rappeler des informations et a en mémoriser
de nouvelles. Par la suite, au fur et a mesure que la maladie progresse dans les différentes aires
cérébrales, d’autres déficits cognitifs vont apparaitre (troubles exécutifs, aphasie, agnosie,

apraxie).
A noter qu’il existe également des phénotypes de MA dits « atypiques » (48):

- L’aphasie progressive primaire logopénique associée a des troubles inauguraux du
langage.
- L’atrophie corticale postérieure associée a un déficit inaugural des fonctions visuo-

spatiales ou visuo-perceptives.
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- Lavariante frontale de la MA associée a des troubles inauguraux de type changements

comportementaux ou a un dysfonctionnement exécutif.

L’apparition des dép6ts amyloides n’est pas superposable a celle de la pathologie Tau et
sa topographie semble un peu moins stéréotypée. Néanmoins, deux classifications existent

pour décrire leur évolution.

- La classification de Braak (39) (Figure 9) décrit 1I’évolution des dépdts au niveau du
cortex : les dépots se situent initialement au niveau des portions « basales » du cortex
(stade A) pour ensuite s’étendre au néocortex (a I’exception des cortex primaires) et a

I’hippocampe (stade B) puis a I’ensemble du néocortex (stade C).

Amyloid plaque

>

Severity

Figure 9 : D'aprés Masters (49), stades de Braak décrivant la répartition des Iésions amyloides au niveau cortical

- La classification de Thal et al (50) (Figure 10) distingue cing phases impliquant a la
fois des structures corticales et non corticales. Les dép6ts amyloides débutent au niveau
du néocortex (phase 1) pour ensuite s’étendre a I’hippocampe et au cortex entorhinal
(phase 2), puis au striatum et aux noyaux diencéphaliques (phase 3) puis a différents

noyaux du tronc cérébral (phase 4 puis 5) et au cervelet (phase 5).
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Figure 10 : D'apreés Thal (50), phases de Thal décrivant ’évolution des lésions amyloides

1.1.2.1.3 Séquence temporelle

La maladie d’ Alzheimer est une maladie neurodégénérative, elle est donc par définition

associée a une évolution progressive des lésions et des symptdmes associés.

Ainsi, on peut distinguer différentes phases de la maladie sur le plan clinique. L’existence
de troubles cognitifs isolés (stade de trouble neurocognitif mineur) précéde I’apparition d’une
dépendance (trouble neurocognitif majeur ou démence). Une fois le stade de démence atteint,
la maladie va continuer a s’aggraver au cours du temps* (Figure 11). On estime que le délai

moyen entre [’apparition des premiers symptomes et le stade de démence est d’environ 12 ans

(51,52).

A titre d’illustration, au stade léger de la forme typique de MA, le déficit cognitif va

principalement toucher les capacités mnésiques et avoir un retentissement sur les activités de la

4 Le Mini Mental State Examination (MMSE) est souvent utilisé pour grader la sévérité de la démence (Annexe
1).
36



vie quotidiennes relativement complexes dites instrumentales (par exemple la gestion des

factures, des médicaments) tandis qu’au stade sévére, les déficits cognitifs toucheront de

multiples fonctions cérébrales et la perte d’autonomie pourra étre totale.

MMSE
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Figure 11 : D’apres Ferris (53), progression des symptomes dans la maladie d’Alzheimer (adapté de Feldman et Woodward.
The staging and assessment of moderate to severe Alzheimer’s disease. Neurology. 2005)

AD: Alzheimer’s disease, MCI: mild cognitive impairment, BADL: basic activities of daily living, MMSE: Mini Mental Score

Examination

L’age de début des symptdmes permet de distinguer deux formes de MA.

On parle de MA «a début tardif » (LOAD « Late Onset Alzheimer’s Disease »)
lorsque la maladie débute apres 65 ans.

On parle de MA « a début précoce » (EOAD « Early Onset Alzheimer’s Disease »)

avant 65 ans. Ces formes a début précoce représentent environ 10% des cas de maladie

d’Alzheimer et parmi elles, environ 5 a 10% sont associées a des anomalies génétiques

rares, de transmission autosomique dominante et dont la pénétrance est quasi complete,

au niveau des genes PSEN1 (chromosome 14), PSEN2 (chromosome 1) et APP

(chromosome 21) (54). Ces génes codent pour des molécules impliquées dans le
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métabolisme de ’APP. Les sujets atteints de trisomie 21 ont également un risque

augmenté de maladie d’Alzheimer a début précoce.

Néanmoins, des anomalies en lien avec la maladie d’Alzheimer sont détectables bien
avant I’apparition des symptomes (on parle de MA asymptomatique ou pré-symptomatique
(48)). On estime en effet que les biomarqueurs de la maladie d’ Alzheimer précédent de 15 a 20
ans 1’apparition des premiers symptomes cliniques (49). Mais, s’il existe aujourd’hui un
consensus pour dire que les pathologies amyloide et tau précédent I’apparition de 1’atrophie
cerébrale et les signes cliniques associés, la séquence d’apparition entre dépots amyloides

et anomalies tau fait encore débat.

D’une part, ’hypothése de la « cascade amyloide », proposée par Hardy et al. (55,56) et
illustrée par le modéle de Jack (35) (Figure 12), propose que I’accumulation de dépots
amyloides soit toxique et cause (et donc précede) la survenue de la pathologie tau ainsi que la
perte neuronale. L’hypothése du role initiateur et prépondérant de la pathologie amyloide est
notamment fondée sur i) le fait que les mutations génétiques affectant le métabolisme du peptide
amyloide (APP, PSEN1, PSEN2) sont associées au développement de la maladie d’ Alzheimer
(54,57) tandis que ce n’est pas le cas pour les mutations du gene MAPT codant pour la protéine
Tau (58) et ii) sur des études réalisées en population agée mettant en évidence la primauté de la
pathologie amyloide sur la pathologie Tau (35).
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Figure 12 : D'apres Jack (35), dynamique des biomarqueurs dans la pathologie Alzheimer - modéle révisé en 2012

Néanmoins, ce modele essuie plusieurs critiques (32,59). Parmi celles-ci, on peut notamment

citer que :

- La primauté de la pathologie amyloide a été remise en question par certaines études
anatomopathologiques ayant mis en évidence que la pathologie tau apparaissait de fagon
plus précoce que les plaques amyloides (39). Une étude anatomopathologique (60)
réalisée sur 42 cerveaux de sujets de moins de 30 ans a ainsi mis en évidence que 90%
des sujets présentaient une hyper-phosphorylation de la protéine Tau (« pretangles »
identifiés par immunomarquage AT8) au niveau des axones du locus coeruleus et de
certains noyaux du tronc cérébral et que, au méme stade, 98% ne présentaient aucun
dép6t amyloide extracellulaire. Par ailleurs, cette étude a mis en évidence que la
pathologie tau pouvait survenir a un age trés précoce (des I’age de 6 ans dans
I’échantillon étudié). Face a ces critiques, Jack et al (35) ont notamment propose que la
tauopathie interviendrait en premier mais dans une proportion trop faible pour entrainer
une maladie Alzheimer et que, plus tardivement, la pathologie amyloide apparaitrait de

fagon indépendante et agirait comme un accélérateur de la pathologie tau entrainant sa
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propagation au niveau du cortex et la formation des dégénérescences neurofibrillaires
responsables de la maladie d’ Alzheimer.

- Différents élements questionnent le role causal de la pathologie amyloide : les échecs
de la plupart des essais cliniques ayant ciblé le peptide afy (59,61), la pénétrance
incompléte de certaines mutations associées aux formes familiales de MA ou a une
trisomie 21, y compris parfois avec la présence de plagues amyloides depuis une longue
période (54,59,62), et enfin la mauvaise corrélation entre la charge amyloide
intracérebrale et la perte neuronale, aussi bien chez ’homme que dans certains modeéles

de souris transgéniques (32).

Ainsi la séquence temporelle des marqueurs anatomopathologiques de la maladie reste encore
débattue reflétant la compréhension incompléte des relations existant entre ces différents

marqueurs.

1.1.2.1.4 Susceptibilité génétique

Deux récentes méta-analyses d’études d’association pangenomiques® (ou GWAS,
genome wide association studies en anglais) (63,64) ont permis d’identifier une trentaine de
loci (et les genes qui leur sont potentiellement associés) comme facteurs de risque
génétiques de la maladie d’Alzheimer. A titre d’exemple, les loci identifiés dans la méta-
analyse réalisée par le « International Genomics of Alzheimer’s Project » sont représentés dans

la Figure 13.

5 Les études d’association pangénomiques permettent I’identification de variations génétiques situées a un
endroit précis de I’ADN (ou locus) et associées a certaines pathologies. Différents moyens méthodologiques sont
ensuite employés pour identifier le géne le plus susceptible d’étre associé a chacune de ces variations.
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Figure 13 : D'aprés Kunkle (64), manhattan plot présentant les résultats de la méta-analyse des études d’association
pangénomiques concernant la maladie d’Alzheimer.

Le trait rouge représente le seuil de significativité (p<5 x 10-8). Les loci précédemment identifiés dans la méta-analyse de
Lambert et al (65) sont représentés en bleu et les loci nouvellement identifiés dans cette méta-analyse en rouge.

L’identification de ces facteurs de risque a permis d’identifier certains mécanismes
potentiellement impliqués dans la physiopathologie de la maladie (Figure 14) comme les
métabolismes associés aux protéines tau et a} mais également le métabolisme lipidique, les

défenses immunitaires, I’endocytose et les mécanismes en lien avec le développement axonal

(63,64,66).
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Figure 14 : D'apres Karch (66), variants contribuant au risque de maladie d'Alzheimer et mécanimes potentiellement
associés

Parmi les génes identifiés (et en dehors des génes PSEN1, PSEN2 et APP associés aux formes
familiales de la maladie), le gene APOE est le plus étudié du fait a la fois d’une prévalence
dans la population et d’un risque relatif associé a la MA relativement élevés. Le gene APOE,
situé sur le chromosome 19, présente 5 alleles €1, €2, €3, €4 et €5 codant pour différentes
isoformes de la glycoprotéine APOE. L’alléle €3 est le plus fréquent dans la population avec
une prévalence variant entre 50-90%, il est suivi par 1’alléle &4 (5-35%) et ’allele €2 (1-5%)
(67). On estime qu’étre porteur d’un ou deux alléles €4 augmente le risque de développer une
MA d’environ 3 et 15 fois respectivement en comparaison avec les porteurs €3 homozygotes.
A contrario, 1’alléle €2 est associé a un risque diminué de MA avec un risque relatif de 0,6
(68,69). De plus, I’age de début des symptdmes est également influencé par le nombre d’alléles
APOE¢e4 et diminue d’une dizaine d’années pour les porteurs de 1’alléle €4 (70,71). Plusieurs
mécanismes sont évoqués quant au réle de la protéine APOE dans le développement de la

MA (68,72) : 1) il semble qu’elle participe a la régulation de 1’agrégation et de la clairance des
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dépots amyloides intracérébraux, ii) elle est également impliquée dans le métabolisme lipidique
ce qui pourrait avoir, au niveau du systeme nerveux central, des conséquences en termes de
plasticité synaptique et de remodelage membranaire secondaire a I’apparition des lésions
neuronales, iii) un réle potentiel dans la régulation du métabolisme glucidique et dans la

neuroinflammation est également évoqué.

1.1.2.2 En pratigue, diagnostic et prise en charge thérapeutique

1.1.2.2.1 Diagnostic clinique et paraclinigue

Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer repose aujourd’hui sur un faisceau
d’arguments cliniques, biologiques et radiologiques (30,73) :

- Une évaluation cognitive et fonctionnelle en faveur d’un profil clinique cohérent avec
les criteres diagnostiques définis

o soit dans le DSM V en 2013 par « the American Psychiatric Association » (2)
(Tableau 3)

o soit en 1984 par “the National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association” (NINCDS-ADRDA) (74) (Tableau 3)

- Une IRM cérébrale permettant a la fois d’éliminer la présence d’autres Iésions
susceptibles de causer les troubles cognitifs et de mettre en évidence une atrophie
corticale. Cette atrophie est principalement localisée au niveau temporal et notamment
hippocampique dans la forme typique de MA.

- Un bilan biologique plasmatique permettant d’éliminer certains diagnostics
différentiels.

- Dans certains cas, seront également réalisés :

o Des dosages intrathécaux (dosage dans le LCS apre¢s réalisation d’une ponction
lombaire). Un profil associant une augmentation de tau total, tau phosphorylée

et une diminution ap1-42 est en faveur d’une maladie d’Alzheimer.
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o Une imagerie métabolique de type TEP au *F-fluorodeoxyglucose mettant en
évidence un hypométabolisme au niveau des cortex temporaux, pariétaux et

cingulaires postérieurs.
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Tableau 3 : Critéres diagnostiques de la maladie d'Alzheimer selon DSMV et NINCDS-ADRDA

NINCDS-ADRDA

DSM V

1. Criteres pour un diagnostic clinigue de MA PROBABLE

a. Syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par
le MMSE, le Blessed Dementia Scale ou tout autre test équivalent
et confirmé par des preuves neuropsychologiques

b. Déficit d’au moins deux fonctions cognitives

c. Altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions
cognitives

d. Absence de trouble de conscience

e. Survenue entre 40 et 90 ans, le plus souvent au-dela de 65 ans

f. Enl’absence de désordres systémiques ou d’une autre maladie

cérébrale pouvant rendre compte par eux-mémes, des déficits
mnésiques et cognitifs progressifs

2. Le diagnostic de MA PROBABLE est renforcé par :

a. La détérioration progressive des fonctions telles que le langage
(aphasie), les habilités motrices (apraxie) et perceptives (agnosie)

b. La perturbation des activités de la vie quotidienne et la présence de
troubles du comportement

c. Une histoire familiale de troubles similaires surtout si confirmés
histologiquement

d. Le résultat aux examens standards suivants:

-normalité du liquide cérébro-spinal

-EEG normal ou siege de perturbations non spécifiques comme
la présence d’ondes lentes

-présence d’atrophie cérébrale d’aggravation progressive

3. Autres caractéristiques cliniques compatibles avec le diagnostic de
MA PROBABLE aprés exclusion d’autres causes :
a. Période de plateaux au cours de I’évolution
b. Présence de symptdmes tels que dépression, insomnie,
incontinence, idées délirantes, illusions, hallucinations, réactions de
catastrophe, désordres sexuels et perte de poids. Des anomalies
neurologiques sont possibles surtout aux stades évolués de la

1. Les critéres du trouble neurocognitif majeur (démence) ou du trouble
neurocognitif Iéger sont rencontrés.

2. Début insidieux et progression graduelle d'une déficience dans un ou
plusieurs domaines cognitifs (pour le trouble neurocognitif majeur, au moins
deux domaines).

3. Pour le trouble neurocognitif majeur :

> la MA PROBABLE est diagnostiquée si une des conditions suivantes est

présente

a. Evidence d'une mutation génétique responsable de la maladie
d'Alzheimer selon I'histoire de la famille ou des tests génétiques.

b. Les trois éléments suivants sont présents :

1. Evidence claire de déclin de la mémoire et de I'apprentissage et d'au
moins un autre domaine cognitif (basée sur I'nistoire détaillée ou des
tests neuropsychologiques).

Déclin progressif régulier de la cognition, sans plateaux prolongeés.
Aucune évidence d'étiologie mixte (c'est-a-dire, absence d'autres
maladies neurodégénérative ou cérébro-vasculaire, ou d'une autre
maladie neurologique, mentale ou systémique ou d'une condition
susceptible de contribuer au déclin cognitif).

> autrement, la MA POSSIBLE doit étre diagnostiquee.

Pour le trouble neurocognitif Iéger :

> la MA PROBABLE est diagnostiquée

a. s’ily a évidence d'une mutation génétique responsable de la maladie
d'Alzheimer provenant de tests génétiques ou des antécedents familiaux.

> la MA POSSIBLE est diagnostiquée

a. s'iln'yapas d'évidence d'une mutation génétique responsable de la
maladie d'Alzheimer provenant de tests génétiques ou de I'histoire de la
famille,




maladie, notamment des signes moteurs tels qu’une hypertonie, des
myoclonies ou des troubles de la marche.

c. Crises comitiales aux stades tardifs

d. Scanner cérébral normal pour 1’age

4. Signes rendant le diagnostic de MA PROBABLE incertain ou
improbable :
Début brutal
a. Déficit neurologique focal tel qu”hémiparésie, hypoesthésie, déficit
du champ visuel, incoordination motrice a un stade précoce
b. Crises convulsives ou troubles de la marche en tout début de
maladie

5. Le diagnostic clinique de la MA POSSIBLE :

a. Peut étre porté sur la base du syndrome démentiel, en 1’absence
d’autre désordre neurologique, psychiatrique ou systémique
susceptible de causer une démence, en présence de variante dans la
survenue, la présentation ou le cours de la maladie

b. Peut étre porté en présence d’une seconde maladie systémique ou
cérébrale susceptible de produire un syndrome démentiel mais qui
n’est pas considérée comme la cause de cette démence

c. Pourrait étre utilisé en recherche clinique quand un déficit cognitif
sévere progressif est identifié en 1’absence d’autre cause
identifiable.

6. Les critéres pour le diagnostic de MA CERTAINE sont :
a. Les critéres cliniques de la maladie d’ Alzheimer probable
b. Etla preuve histologique apportée par la biopsie ou I’autopsie.

b. et les trois des éléments suivants sont présents :
1. Evidence claire de déclin de la mémoire et de I'apprentissage
2. Déclin progressif régulier de la cognition, sans plateaux prolongeés.
3. Aucune évidence d'étiologie mixte (c'est-a-dire, absence d'autres
maladies neurodégénérative ou cérébrovasculaire, ou d'une autre
maladie neurologique, ou systémique ou d'une condition susceptible
de contribuer au déclin cognitif).

4. La perturbation n'est pas mieux expliquée par une maladie
cérébrovasculaire, une autre maladie neurodégénérative, les effets d'une
substance ou d'un autre trouble mental, neurologique ou systémique.
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Dans le contexte de la recherche, d’autres examens sont disponibles comme, par exemple le
dosage plasmatique des peptides af et tau, la réalisation de TEP amyloide et tau permettant
d’évaluer la quantité et la topographie des lésions intracérébrales ou la réalisation de séquences
particuliéres d’IRM cérébrale comme I’imagerie par tenseur de diffusion (ou DTI « diffusion

tensor imaging ») permettant d’étudier la microstructure de la substance blanche.

En 2014, de nouveaux criteres diagnostiques destinés a une utilisation en recherche ont
ainsi été définis par “the International Working Group” et “the US National Institute on Aging—
Alzheimer’s” (48) prenant en compte certains de ces examens. La classification A/T/N a
également été proposée plus récemment par Jack et al (75) permettant de classer les différents
cas en fonction de la présence de biomarqueurs amyloides (TEP amyloide ou a3 1-42 dans le
LCS), de biomarqueurs Tau (TEP tau ou P-Tau dans le LCS) et de biomarqueurs de

neurodégénération (TEP au fluorodeoxyglucose, IRM structurelle ou T-Tau dans le LCS).

1.1.2.2.2 Prise en charge thérapeutique

La prévention de la maladie d’ Alzheimer repose sur le dépistage et la prise en charge
des facteurs de risque modifiables de demence, ceci a différents dges de la vie. Parmi les
mesures proposées au niveau individuel ou sociétal, on peut notamment citer (18): la
prévention du tabagisme, de la consommation excessive d’alcool et de la pollution aérienne, la
prévention des traumatismes craniens, le maintien d’un équilibre tensionnel, la prévention de
I’obésité et du diabete, la pratique d’une activité physique et la prise en charge des troubles

sensoriels et des troubles du sommeil.

Concernant les traitements médicaments, il n’existe a ce jour aucun traitement étiologique de
la maladie d’Alzheimer disposant d’une autorisation de mise sur le marché en France.
Néanmoins, plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours (76) ciblant les étapes clés
du développement de la maladie. On peut par exemple citer les essais visant a éliminer, grace

a I’utilisation d’anticorps, la protéine B-amyloide (majorité des essais) ou la protéine Tau.

Certains traitements symptomatiques existent néanmoins. En France, il existe quatre
molécules dont I’objectif est d’influer sur le déclin cognitif en agissant sur la biodisponibilité

de certains neurotransmetteurs :



» Trois inhibiteurs de la cholinestérase (ou anti-cholinestérasiques) empéchent la
dégradation de 1’acétylcholine au niveau du systéme nerveux central
o Le Donépézil (prise orale) : Aricept®.
o LaRivastigmine (prise orale ou dispositif transdermique) : Exelon®.
o La Galantamine (prise orale) : Reminyl®.
» Un antagoniste des récepteurs NMDA du glutamate (ou anti-glutamate) limite la
libération du glutamate au niveau du systeme nerveux central

o Lameémantine (prise orale) : Ebixa®.

Ces traitements ont actuellement une autorisation de mise sur le marché uniquement aux phases

démentielles de la maladie® (77) et leur utilisation est recommandée en monothérapie :

» Au stade léger (MMSE > 20) pour les anti-cholinestérasiques.
» Au stade modéré (MMSE entre 10 et 20) pour les anti-cholinestérasiques ou la
mémantine.

» Au stade sévere (MMSE <10) pour la mémantine.

A noter néanmoins qu’en 2016, la réévaluation du Service Médical Rendu de ces quatre
traitements par la Commission de Transparence de la Haute Autorité de Santé a entrainé leur
déremboursement total par I’Assurance Maladie a compter du 1° ao(t 2018 (78). En effet,
leur efficacité était considérée comme modeste sur les troubles cognitifs, sans bénéfice établi
sur les troubles du comportement, la qualité de vie, I’autonomie, 1’entrée en institution ou la
mortalité et avec un risque d’événements indésirables parfois graves’ (77,79-82). Cette
décision, contestée par une partie du milieu médical, souleve de nombreux débats et entraine
un risque d’inégalité d’acceés aux soins. En effet, si ces médicaments restent disponibles a la
prescription et prescrits par une partie des médecins, le cofit du traitement est aujourd’hui a la

charge du patient.

A ces quatre molécules, s’ajoute également les traitements psychotropes qui doivent étre

utilisés avec précaution comme traitements symptomatiques des troubles comportementaux.

¢ A noter que les inhibiteurs de la cholinestérase sont également utilisés dans le cadre des démences liés a la
maladie de Parkinson et dans les démences a corps de Lewy.

" Ex : troubles de conduction auriculoventriculaire, vertige, confusion, hypertension artérielle, troubles digestifs,
interactions médicamenteuses. ..
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La prise en charge est également non médicamenteuse pouvant faire intervenir par
exemple des techniques de stimulation cognitive (atelier mémoire, accueil de jour, rééducation
orthophonique, rééducation cognitive...) mais également une prise en charge psycho-sociale
(73) dont I’objectif est avant tout de préserver la qualité de vie des patients et de leurs aidants
tout en palliant a la perte d’autonomie progressive du patient. Pour cela, il s’agit de mettre en
place au moment adéquat des aides humaines, matérielles, financieres, l1égales et de structures

de répit pour les aidants.

1.1.3 Introduction a ’hypothése infectieuse

Comme nous I’avons vu précédemment, la cause de la maladie d’Alzheimer reste
aujourd’hui mal comprise et I’hypothése de la « cascade amyloide », actuellement la plus
plébiscitée, présente certaines limites. Une hypothese alternative/complémentaire est celle
de limplication d’agents infectieux dans la survenue de la maladie (83,84). Cette
hypothese, investiguée dés le début des années 1980, a vu le jour notamment suite a la mise en
évidence de certains pathogenes au sein du systéeme nerveux central des personnes agées et a
I’existence de certaines similarités topographiques et/ou anatomopathologiques entre ces

infections et la maladie d’ Alzheimer (85).

Si cette hypotheése a d’abord rencontré un certain scepticisme de la part de la communauté
scientifique, la remise en question de I’hypothése amyloide (notamment suite aux échecs de la
majorité des thérapies anti-amyloides a ce jour) ainsi que certains résultats récents comme la
mise en évidence du rdle antimicrobien du peptide ap (86) ravivent I’intérét pour cette
hypothése. Aujourd’hui investiguée par de nombreuses équipes a travers le monde, elle reste

néanmoins relativement controversée...

Dans le cadre de cette hypothése, difféerents germes ont été suspectés parmi lesquels on peut
citer la famille des Herpés virus ainsi que certaines bactéries ou champignons (Chlamydia
Pneumoniae, certains spirochetes comme Borrelia Burdgorferi, Phorphyromonas gingivalis...)
(83). Parmi eux, le virus Herpés Simplex de type 1 (HSV-1) est le candidat ayant été le plus

étudie (83,87) et celui sur lequel nous nous concentrerons dans cette these. Ainsi, avant de
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développer les éléments sous-tendant son implication dans la maladie d’Alzheimer, nous

présenterons dans la partie 1.2 certaines de ses caractéristiques.
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Points clés sur la démence et la maladie d’Alzheimer

- La démence, définie comme 1’apparition de troubles cognitifs associés a un retentissement
fonctionnel, est un enjeu majeur de santé publique étant donné i) sa prévalence importante
(estimée a 50 millions de personnes dans le monde en 2015 et a 75 millions en 2030) et ii) ses

conséquences majeures pour le malade, son entourage et la société.

- Si certains facteurs de risque sont aujourd’hui bien identifiés, 1’étiologie de la plupart des
démences de type neurodégénératives reste encore incomprise. Parmi cet ensemble de maladie
aux phénotypes tres variés, la maladie d’Alzheimer semble largement représentée, qu’elle soit

isolée ou associée a d’autres pathologies.

- La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de trois principaux marqueurs
anatomopathologiques : i) I’accumulation de dépdts amyloides intracérébraux, ii)
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau associée a la présence de degénérescences
neurofibrillaires et iii) la présence d’une neuroinflammation. Le tout aboutit a une perte

neuronale responsable des symptémes cliniques.

- L’apparition de ces différents marqueurs suit une séquence topographique assez stéréotypée
et la pathologie Tau semble la mieux corrélée a I’atrophie corticale et aux symptomes cliniques.
Le phénotype clinique « typique » de la maladie d’Alzheimer se caractérise ainsi par des

troubles mnésiques inauguraux suivis par I’apparition de troubles cognitifs plus variés.

- L’évolution de la maladie se fait de maniere progressive avec un age de début > a 65 ans dans
le cadre de la maladie d’ Alzheimer dite « a début tardif ». Les premieres lésions de la maladie
peuvent précéder d’environ 15-20 ans les premiers symptémes cliniques. La séquence
d’apparition des différents marqueurs de la maladie reste discutée et reflete les interrogations
quant au processus physiopathologique sous-jacent. La mise en évidence de différents facteurs
de risque génétiques éclaire en partie les mécanismes sous-jacents mais beaucoup reste encore

a comprendre.

- Sur le plan pratique, les moyens diagnostiques se développent de plus en plus permettant
d’affiner le diagnostic étiologique en ante mortem. A I’inverse, les moyens thérapeutiques a la

disposition des cliniciens restent peu nombreux et d’efficacité modeste.
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1.2 Le virus Herpés Simplex de type 1 (HSV-1)

1.2.1 Carte d’identité du virus HSV-1

1.2.1.1 La famille des Herpesviridae

Le virus Herpés simplex de type 1 (HSV-1) appartient a la famille des Herpesviridae

(88) qui comprend notamment huit virus pouvant infecter I’homme, les Herpés Virus Humains
(HHV) :

- HHVL1: Herpes simplex virus de type 1, HSV-1

- HHV2: Herpes simplex virus de type 2, HSV-2

- HHV3: Virus de la varicelle ou du zona, VZV

- HHVA4 : Epstein Barr virus, EBV

- HHV5 : Cytomégalovirus, CMV

- HHVG6 : Herpes virus humain 6A et 6B, HHV6A et HHV6B

- HHV7 : Herpés virus humain 7, HHV7

- HHV8 : Herpes virus associé au sarcome de Kaposi, KSHV.

Ces virus ont notamment en commun leur structure similaire et leur séquence d’infection qui
se déroule en trois phases (primo-infection, latence et réactivations). lls se distinguent

cependant par leur tropisme cellulaire et la symptomatologie en rapport.

1.2.1.2 La structure du virus HSV-1

La particule virale infectieuse HSV-1 (ou virion) mesure environ 200 nm de diametre et
est constituée de différents compartiments (Figure 15) (89):
- Une molécule d’ADN double brin, linéaire
- Une capside protéique, sorte de « cage » enveloppant I’ADN
- Le tégument, une couche contenant des protéines et ARN messagers viraux
- L’enveloppe externe, membrane lipoprotéique a deux couches (issue de membranes
cellulaires) recouverte de spicules, les glycoprotéines virales qui déterminent notamment

I’infectiosité du virus.
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Envelope-.

Tegument —

Fig. {1). Morphology of herpes simplex virus particle. Left : virus
particle visualized by transmission electron microscopy (kmdly
provided by P. Lebon). Bight : schematic representation of virus
particle through a eross section of envelope and capsid.

Figure 15 : D’apreés Rozenberg [69], structure du virus Herpés Simplex de type 1

1.2.2 Une infection qui se déroule en trois phases

1.2.2.1 Primo-infection, latence, réactivations : aspects cliniques

1.2.2.1.1 Transmission

La primo-infection a HSV-1, premier contact infectant avec le virus, a
généralement lieu dans ’enfance (90). La transmission se fait par contacts cutanéomugqueux
avec un sujet excrétant du virus (que ce soit a ’occasion d’une primo-infection ou d’une
réactivation). La transmission est strictement interhumaine car I”’homme est le seul réservoir du
virus (spécificité d’espece) et, du fait de la fragilit¢ du virus dans le milieu extérieur, la

transmission nécessite généralement des contacts étroits (91,92).

Le virus HSV-1 étant classiguement responsable d’atteintes de la partie haute du corps
(muqueuses bucco-pharyngées, oculaires, nasales, peau), la transmission se fait notamment par
le biais de la salive (ex : baisers). A noter que les Iésions de type herpés génital sont la plupart
du temps en lien avec une infection a HSV-2 dont la transmission se fait plus tard dans la vie

principalement lors de rapports sexuels. Néanmoins, cette répartition topographique n’est pas
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absolue (93) et il existe des atteintes genitales a HSV-1 et des atteintes bucco-pharyngées a
HSV-2.

Différents facteurs sont connus pour favoriser la transmission : 1’existence de lésions
cutanéomuqueuses, un contact dans les premieres heures suivant la formation des vésicules
(excreétion de virus plus importante), le caractere asymptomatique des réactivations (moins de

précautions prises quant a un risque de transmission).

1.2.2.1.2 Primo-infection

La primo-infection a HSV-1 est la plupart du temps asymptomatique. Lorsqu’elle
est symptomatique, les symptomes refletent la diversité du site de primo-infection
(description des différents symptémes dans le Tableau 4) (91,92). Le dénominateur commun

est souvent la présence de vésicules, classiquement regroupées « en bouquet ».

Le diagnostic est clinique mais, en cas de présentation atypique, compliquée ou dans le cadre
d’un herpés génital survenant au cours de la grossesse, la détection du virus (inoculation en
culture de cellules, détection d’antigénes ou d’ADN viraux) au niveau du contenu des vésicules
ou de divers liquides biologiques ainsi que la réalisation de sérologies herpétiques peuvent aider

au diagnostic (94).
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Tableau 4 : Symptomatologie associée a la primo-infection HSV-1 et a ses récurrences (hors cas particuliers)

Localisation

Primo-infection

Récurrences (réactivations
symptomatigues)

Oro-pharyngée

> Le plus souvent asymptomatique

> Gingivo-stomatite aigue chez I’enfant a
partir de 6 mois : quelques jours apres la
primo-infection (3 a 6 jours), tableau
associant une fiévre importante, des
adénopathies cervicales et des lésions au
niveau des gencives (saignements), de la
muqueuse buccale (ulcérations recouvertes
d’un enduit blanchatre) ainsi que des lévres
ou du menton (vésicules groupées en
bouquet). 1l existe également une
augmentation de la salivation et une haleine
fétide. Le retentissement sur 1’état général
peut étre majeur avec un malaise général, des
douleurs et une dysphagie rendant
I’alimentation impossible ; néanmoins la
guérison est spontanée dans les 2 semaines.
> Pharyngite ou angine chez 1’adulte

> Herpes labial (« bouton de
fievre ») : signes prodromiques a
type de brdlures ou de prurit suivi
par I’apparition de vésicules en
bouquets a la jonction entre la
peau et les lévres. Evolution
favorable en quelques jours.

Oculaire

> Kérato-conjonctivite : souvent unilatérale, association d’une rougeur de la
conjonctive, de larmoiements, d’une photophobie et de douleurs. Des vésicules
peuvent étre présentes au niveau des paupiéres ou de la conjonctive. Adénopathie
prétragienne. Risque de cécité cornéenne ou d’uvéite. Contre-indication a une

corticothérapie.

Cutanée

> Formes cutanées pouvant atteindre toutes les parties du corps. La surinfection
de Iésions cutanées préexistantes, comme 1’eczéma ou la dermatite atopique,
entraine un risque de dissémination systémique grave.

> Herpés nasal : présence de vésicules au niveau des narines associé a une

obstruction nasale

Génital

> Atteinte génitale (symptomatique dans
environ 1/3 des cas)

Chez la femme : apparition de vésicules en
bouquet sur les lévres, la vulve, le périnée,
les parois du vagin, le col, parfois ’anus et la
peau alentour. Les vésicules sont rapidement
suivies d’érosions a contours polycycliques
avec un enduit blanchatre et associées a des
douleurs importantes.

Chez ’homme : vésicules en bouquet au
niveau du pénis, du gland ou du méat
urinaire. Symptémes moins intenses que chez
la femme.

Atteinte anale (isolée ou non) possible dans
les deux sexes.

Association a une fievre, un malaise général
et des adénopathies inguinales sensibles.
Apreés une incubation de 2 a 7 jours, les
signes cliniques et la cicatrisation des Iésions
peuvent durer plusieurs semaines.

> Apparition de bouquets de
vésicules au niveau du site de la
primo-infection, suivis
d’ulcérations. Moins douloureux
que la primo-infection.
Prodromes a type de brilures,
douleurs, prurit, picotements.
Disparition en une semaine
environ.




1.2.2.1.3 Latence

Aprés la primo-infection, le virus HSV-1 va persister dans I’organisme sous forme
latente tout au long de la vie. Comme les autres Herpés virus de la sous-famille des alpha-
herpes virus® (HSV-2 et VZV), le virus HSV-1 emprunte les axones des nerfs sensitifs innervant
le site de primo-infection® et va établir son lieu de latence dans le ganglion neuro-sensitif
correspondant (95). En cas d’atteinte bucco-pharyngée, le virus HSV-1 emprunte le nerf
trijumeau (responsable notamment de 1’innervation sensitive de la face et de la cornée). 1l
s’établit ensuite au niveau du ganglion trigéminal (également appelé ganglion de Gasser,
ganglion trigéminé ou semi-lunaire) qui se situe a la base du crane au niveau du rocher de 1’os
temporal. Il est protégé dans un dédoublement de la dure-mére, le cavum trigéminal ou de
Merckel (Figure 16).

A noter qu’en cas d’infection génitale a HSV-1 (ou a HSV-2), le site de latence se situe au
niveau des ganglions spinaux sacrés (responsable de I’innervation sensitive de la sphere
génitale).

La phase de latence est cliniguement asymptomatique.

Lobe temporal Cavum trigéminal

Figure 16 : Emplacement du ganglion trigéminal au sein du cavum trigéminal

(Image issue du site : https://www.imaios.com)

8 Les sites de latence des autres sous-familles d’herpés virus sont variés incluant notamment certaines cellules
épithéliales et sanguines (lymphocytes, monophages-macrophages, moelle osseuse...).
® La diffusion par voie sanguine est rare.


https://www.imaios.com/

1.2.2.1.4 Réactivations
Une fois établi dans I’organisme, le virus HSV-1 va ensuite périodiquement se
réactiver. Les réactivations peuvent étre soit asymptomatiques (simple excrétion du virus
dans un liquide biologique tel que la salive par exemple) soit symptomatiques (on parlera

alors de récurrences).

La symptomatologie est également déterminée par le site de primo-infection (symptémes

décrits dans le Tableau 4).

1.2.2.1.5 Aparté sur les formes graves de I’infection a HSV

Sur certains terrains, I’infection a HSV-1 peut entrainer des formes cliniques graves
(92) telles que :
» Chez la femme enceinte et son bébe :

o Risque d’hépatite fulminante ou d’encéphalite chez la mére en cas de primo-
infection

o Risque d’infection in utero du bébé pouvant entrainer avortement, atteintes
neurologiques, oculaires ou cardiaques ou retard de croissance en cas de primo-
infection avec virémie de la mere (par passage transplacentaire du virus)

o Risque d’infection du nouveau-né lors de 1’accouchement ou dans les premiers
jours de vie avec risques d’atteintes neurologiques, d’infection systémique et de
déces.

» Chez le sujet atopique :

o Risque de gingivostomatite grave

o Risque de syndrome de Kaposi-Juliusberg en cas d’infection sur des lésions
d’eczéma

» Chez le sujet immunodéprimé :
o Risque de méningo-encéphalite
o Risque d’hépatite, d’cesophagite, pneumopathie

o Risque d’atteinte cutanée grave avec lésions nécrotiques
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Nous nous limiterons ici & la description détaillée des atteintes neurologiques graves liées a
HSV-1.

La méningo-encéphalite herpétique est une infection rare dont la prévalence est estimée a 2-
4 cas par million d’habitants et par an (96). Elle est principalement due au virus HSV-1.
Le tableau clinique regroupe (96-98):

» Une fiévre associée a un syndrome méningé (céphalées, raideur de nuque, nausees,
vomissements, photophobie) et a I’installation rapide en quelques jours de troubles
mnésiques, de crises convulsives temporales, de troubles du langage ou du
comportement révélant une atteinte temporale.

» L’IRM cérébrale retrouve des Iésions fronto-temporales bilatérales asymétriques.

» La ponction lombaire retrouve une méningite lymphocytaire normoglycorachique et la
positivité de la PCR* HSV signe le diagnostic (mais la négativité de la PCR n’élimine
pas le diagnostic car elle peut mettre quelques jours a se positiver).

» L’anatomopathologie retrouve des lésions nécrotiques et hémorragiques et une

infiltration lymphocytaire périvasculaire.

La physiopathologie de la maladie est encore mal connue. Elle peut survenir a tout &ge mais
prédomine a deux ages de la vie : avant 3 ans et apres 50 ans (99), probablement suite a une
primo-infection dans le premier cas et a une réactivation ou a une ré-infection dans le second.
Décrite chez des sujets immunodéprimés, elle survient également chez des sujets

immunocompétents.

Sans traitement, la mortalité est de I’ordre de 70%. Il s’agit ainsi d’une urgence thérapeutique

nécessitant un traitement antiviral intraveineux par aciclovir.

10 PCR (Polymerase chain reaction) : technique permettant de mettre en évidence I’ADN viral.
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1.2.22 Primo-infection, latence, réactivations : aspects cellulaires

De maniére tres succincte, nous décrirons dans les lignes suivantes quelques éléments

concernant les aspects cellulaires de 1’infection herpétique (100,101).

Lors de la primo-infection, le virus va pénétrer dans la cellule par fusion membranaire
grice a l’interaction entre certaines glycoprotéines d’enveloppe virales et des récepteurs
membranaires de la cellule ou par un mécanisme d’endocytose (102,103). La nucléocapside

va ensuite rejoindre le noyau gréace au systeme de microtubules et y délivrer I’ADN viral.

Au niveau des cellules épithéliales des muqueuses infectées, le virus va entrainer une
infection dite « lytique » : il utilisera la machinerie de la cellule hdte pour répliquer son ADN
et synthétiser les protéines nécessaires a la formation de nouveaux virions. Cette infection

Iytique aboutira a la mort de la cellule infectée et a I’infection des cellules voisines.

Le virus va ensuite pouvoir se déplacer de maniere rétrograde pour infecter les cellules
nerveuses sensitives des ganglions trigéminés (en cas de primo-infection oro-pharyngée
notamment). Au niveau de ces neurones, deux types d’infections sont possibles : « lytique »

ou « latente ».

En cas d’infection dite « latente », I’ADN viral persiste au niveau de la cellule infectée sous
forme circulaire mais n’aboutit pas a la production de nouveaux virions. Seul le géne codant
pour les LAT (« latency associated transcripts ») est exprimé durant la latence et aboutit a la
synthése de 2 ARN nucléaires (qui ne seront pas traduits par la suite en protéines). Le réle des
LAT est encore insuffisamment connu mais il semble qu’ils aient un réle dans le maintien de
I’état de latence ainsi qu’un rdle anti-apoptotique permettant la survie des neurones infectés.
De nombreux autres facteurs influencent également le maintien ou non de 1°état de latence (voir
paragraphe 1.2.3.4). On peut par exemple citer le r6le prépondérant des lymphocytes T CD8+
(LT CDB8+), acteurs de I’immunité dite « acquise ». Suite a I’infection par le virus HSV-1, ils
infiltrent le ganglion trigéminé et empéchent le virus de se répliquer sans pour autant entrainer
la destruction des cellules infectées (104-106). En cas de diminution de leur activité, une

réactivation survient entrainant la production de nouveaux virions.

En cas de réactivation au niveau des neurones, I’ADN viral va se linéariser et la synthése des

protéines virales permettra la formation de nouveaux virions. Ceux-ci pourront migrer de fagon
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antérograde vers la zone initiale de primo-infection et entrainer & nouveau la destruction de
cellules épithéliales. A I’inverse, I’impact de la réactivation virale sur la viabilité des cellules

nerveuses infectées semble encore discuté (101).

1.2.3 Epidémiologie de ’infection 3 HSV

1.2.3.1 Prévalence de I’infection a HSV

Les études de prévalence sont majoritairement basées sur la détection d’anticorps anti-HSV
dans le sang ou le sérum des patients, on parle d’études de séroprévalence. Dans ce type
d’études, on identifiera la présence d’immunoglobulines G (IgG) anti-HSV. Ces anticorps
apparaissent deux a trois semaines apres la primo-infection et persistent tout au long de la vie
témoignant ainsi d’une exposition antérieure au virus. A noter que les sérologies employées
peuvent étre spécifiques du virus HSV-1 ou témoigner a la fois d’une infection par HSV-1 et/ou
HSV-21,

Une revue systématique des études de séroprévalence réalisée en 2002 par Looker et al (90,107)
met en évidence que, en Europe, la séroprévalence est déja de ’ordre de 50% avant I’Age
de 10 ans, témoignant de la précocité de la primo-infection (Figure 17). Elle augmente ensuite
avec I’age pour atteindre un plateau vers la trentaine. On estime ainsi que plus de 70% des
sujets adultes sont séropositifs a HSV-1.

En comparaison, la transmission d’HSV-2 se fait a un &ge un peu plus tardif, coincidant avec
le début des rapports sexuels, et moins de 20% des sujets sont séropositifs (en dehors de certains

groupes considérés comme a haut risque d’infection sexuellement transmissible??).

L Au cours des travaux réalisés lors de cette thése, nous utiliserons dans certaines analyses des données de
sérologies non spécifiques d’HSV-1. C’est pourquoi nous décrirons dans cette partie 1’épidémiologie a la fois
d’HSV-1 mais également d’HSV-2.
12 D¢finition des groupes a risque dans Darticle : séropositivité VIH, consultation pour une infection
sexuellement transmissible, homosexuel masculin, travailleur du sexe
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Figure 17 : D apreés Looker (90), séroprévalence des virus HSV-1 et HSV-2 en Europe.

Les études de séroprévalence réaliseées en France retrouvent des résultats similaires :

» Dans I’étude HERPIMAX (108) (n=4412 sujets, prélevements en 2002) : les

séroprévalences HSV-1 et HSV-2 étaient respectivement de 67% et 17%. La

séroprévalence HSV-1 augmentait avec 1’age. (Tableau 5)

» Dans I’étude bordelaise PAQUID (109) (n=512 sujets agés non-déments, prélevements

réalisés a I’inclusion en 1989), la séroprévalence HSV était de 82,8%.

Tableau 5 : D’aprés Malkin (108), séroprévalence des virus HSV-1 et HSV-2 dans I'étude HERPIMAX réalisée en France en

2002
Table 1 HSV-1 and HSV-2 seroprevalence in HERPIMAX by age group and sex (%)
35-40 years 40-45 years 45-50years 50-55years >55 years

HSV-1

Male - - 64.5 64.6 70.9

Female 58.8* 59.2* 66.4* 68.5% 747
HSV-2

Male - - 12.5 14.2 15.0

Female 15.7 18.8 18.1 17.0 19.5
*p<0.01.
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Le virus HSV-1 est un virus ubiquitaire dont la séroprévalence est relativement
haute dans toutes les régions du monde (107) (Figure 18).
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Figure 18 : D apreés Looker (107), séroprévalence HSV-1 selon les régions du monde.
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1.2.3.2 Facteurs de risque d’infection a HSV

En dehors de 1’age, certains facteurs sont parfois identifiés comme étant associés a
I’infection HSV-1 :

- Le sexe féminin est, de maniere inconstante, identifié comme facteur de risque
d’infection a HSV-1 (93,107,108,110-113).

- Un faible niveau d’éducation et une catégorie sociale défavorisée étaient également
parfois associés a une séroprévalence plus élevée d’infection a HSV-1 (93,108,111
113).

- L’origine ethnique (111).

- Le fait d’avoir des rapports sexuels et I’age de début précoce de ces rapports (111).

- Certains facteurs de risque génétiques semblent également associés a la présence
d’anticorps anti-HSV-1 (114).

A noter que les facteurs associés a I’infection HSV-2 semblent mieux identifiés et sont la
plupart du temps en rapport avec les pratiques sexuelles du sujet : I’age, le sexe féminin, la
précocité du premier rapport sexuel, les comportements sexuels a risque, un antécédent
d’infection sexuellement transmissible, les personnes non mariées, un haut niveau d’éducation,
la taille de la commune et 1’origine géographique (91,93,108,110). L’impact d’une infection
antérieure 8 HSV-1 sur le risque d’infection a HSV-2 reste débattu (90,93).

1.2.33 Fréguence des réactivations du virus

L’étude des symptdmes associés a I’infection herpétique renseigne sur la fréquence de
récurrences (réactivations symptomatiques). Ainsi, on estime qu’environ 20 a 50% des sujets

infectés par HSV-1 présentent des récurrences (113,115,116).

D’autres méthodes permettent d’étudier la fréquence des réactivations (qu’elles soient
symptomatiques ou non). En 2008, Miller et al (117) ont réalisé une revue de littérature
regroupant 22 études ayant évalué I’excrétion asymptomatique de virus HSV-1 au niveau
de la salive et des larmes. Parmi les études utilisant une technique de PCR et ayant des
prélévements sur au moins 3 semaines, 70% des sujets présentaient une excrétion d’HSV-1
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au moins une fois par mois et une partie plus de 6 fois par mois. Dans une étude (118) ayant
réalisé des prélevements 2 fois par jour pendant 30 jours, une excrétion d’HSV-1 était retrouvée
chez 49 sujets sur 50 (98%). La durée d’excrétion moyenne variait entre 1 et 3 jours. Le
pourcentage d’échantillons positifs était similaire au niveau de la salive (38%) et des larmes

(34%) mais la charge virale était plus importante au niveau de la salive.

1.2.3.4 Facteurs associés aux réactivations

Le maintien a I’état de latence dépend de facteurs liés a la fois au virus, a I’héte et

a son environnement.

Concernant le virus lui-méme, si peu de choses sont connues concernant 1’impact de la souche
virale (119), on sait par exemple que la charge virale au niveau du site de latence et la souche

virale est directement associée a la fréquence et a la sévérité des réactivations (120-122).

Concernant 1’héte et son environnement, certains facteurs de risque de réactivations ont été

identifiés (101,123-130) incluant notamment :

- Le sexe féminin ainsi que les menstruations.

- Un faible niveau d’éducation.

- Un épisode de fievre.

- L’exposition aux ultra-violets.

- Certains gestes chirurgicaux impliguant une lésion axonale du neurone infecté.
- Lestress.

- Une coinfection par le CMV.

A noter que I’évolution de la fréquence de réactivations avec 1’age sera discutée au paragraphe

1.3.3.2.

Bien que ces facteurs semblent trés hétérogenes, certaines mécanismes sous-jacents ont été
proposeés et impliquent notamment une modulation des défenses immunitaires (123). A titre
d’exemple, un stress psychosocial important (124), via une sécrétion accrue de

glucocorticoides, va entrainer une diminution du nombre et de la capacité des lymphocytes T
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CD8+ a maintenir le virus a 1’état de latence (131-133). De fagcon cohérente, il a été mis en
évidence in vitro que certains corticostéroides de synthese (comme la Dexaméthasone)
favoriseraient la réactivation d’HSV (134,135). Certaines situations pergues par le virus comme

dangereuses pour 1’hote et/ou le neurone infecté pourraient également favoriser sa réactivation

(100).

Peu de facteurs géenétiques sont actuellement identifiés comme facteurs de susceptibilité
aux réactivations (136). C’est néanmoins le cas du gene c21orf91 (chromosome 21) (137) et

de certaines génes impliqués dans I’immunité adaptative (138).

Enfin, certains aliments et nutriments semblent avoir des propriétés anti-herpétiques et
pourraient étre associés a un risque diminué de réactivations®®. On peut citer notamment
certains polyphénols contenus dans les végétaux, le thé vert ou le café (139-151), le cholestérol
(152), la vitamine D (153) et certains acides aminés comme I’arginine ou la glutamine
(154,155).

1.2.4 Prise en charge thérapeutique

En France, les derniéres recommandations de la Société Francaise de Dermatologie
concernant la prise en charge de I’herpés cutanéomuqueux chez le sujet immunocompétent
datent de 2001 (94). La prise en charge repose principalement sur I’usage d’antiviraux a usage
systémique ou topique et différe selon le site et le stade de I’infection (primo-infection ou

récurrences, traitement curatif ou préventif) (Tableau 6).

13 Durant ma thése, j’ai eu I’occasion d’encadrer des étudiants de Master 1 dans la réalisation d’une revue de
littérature visant a identifier les aliments et/ou nutriments avec une potentielle action anti-herpétique.
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Tableau 6 : Recommandations de traitement pour la prise en charge de [’herpés cutanéomuqueux chez le sujet
immunocompétent

Herpés oro-facial Herpés génital
Primo-infection Primo-infection
Aciclovir per 0os 200mg x 5 pendant 5 a 10 jours Aciclovir per 0os 200mg x 5 pendant 10 jours ou
(voie IV si administration orale impossible). Valaciclovir per os 500mg x 2 pendant 10 jours.

Pas de preuve d’efficacité des traitements locaux. | Pas de preuve d’efficacité des traitements locaux.

Traitement curatif des récurrences Traitement curatif des récurrences en cas de géne
Seul I’aciclovir a été évalué et les résultats ne ou de risque de contagion

permettent pas de formuler des recommandations. | Aciclovir per os 200mg x 5 pendant 5 jours ou
Valaciclovir per os 1000mg en 1 ou 2 prises pendant

Traitement préventif en cas de récurrences 5 jours.

fréquentes (au moins 6 fois par an) ou de Pas de preuve d’efficacité des traitements locaux.
retentissement socioprofessionnel

Aciclovir 400mg x2 — durée non déterminée. Traitement préventif en cas de récurrences

Pas de preuve d’efficacité des traitements locaux. | fréquentes (au moins 6 par an)

Aciclovir per 0s 400mg x 2 - durée indéterminée ou
Valaciclovir per os 500mg x 1 — durée indéterminée.
Pas de preuve d’efficacité des traitements locaux.

Les deux molécules recommandées, I’aciclovir et sa prodrogue le valaciclovir4, sont des
analogues nucléosidiques. Ils ne permettent pas de supprimer le virus, et donc de guérir
I’infection, mais empéchent la réplication de ’ADN viral en s’y insérant a la place d’un
nucléoside. A noter que le traitement agit sélectivement sur les cellules infectées : en effet, pour
étre actif, I’aciclovir doit étre tout d’abord phosphorylé par une enzyme d’origine virale qui,
dans le cas de I’infection a HSV, n’est présente que dans les cellules infectées. Ceci explique

en partie sa bonne tolérance.

Il n’existe pas a ce jour de vaccin commercialisé contre HSV-1.

14 A noter que d’autres antiviraux présentent également une efficacité contre le virus HSV-1. C’est le cas par
exemple des autres analogues nucléosidiques (comme le ganciclovir, le valganciclovir...) ou du foscarnet.
A noter également que ces molécules peuvent étre prescrites dans le cadre d’autres types d’infections comme les
infections &8 VZV ou CMV.
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Points clés sur le virus HSV-1

- Le virus HSV-1 est un virus enveloppé a ADN appartenant a la famille des Herpesviridae.

- Son infection se caractérise par trois étapes : i) une primo-infection ayant lieu la plupart du
temps dans 1’enfance et souvent asymptomatique, ii) une phase de latence au niveau des
neurones sensitifs du ganglion trigéminé et iii) des réactivations périodiques symptomatiques

ou non.

- Le type de Iésions dépend notamment du site de primo-infection (ex : herpés labial en cas de
primo-infection oro-pharyngée) et, dans certains cas, le virus HSV-1 est associé a des

complications graves comme la méningo-encéphalite herpétique.

- Sa prévalence avoisine les 70% dans la population adulte et il s’agit d’une infection ubiquitaire
présente dans toutes les régions du monde. On estime que 20 a 50% des sujets présentent des
réactivations symptomatiques tandis que les réactivations asymptomatiques sont beaucoup plus
fréquentes.

- La survenue de réactivations dépend d’un équilibre complexe entre 1’hote et le virus et
différents facteurs de risque de réactivation ont été identifiés (sexe féminin, exposition aux UV,
fievre, stress, lésion axonale, charge virale...). Certains aliments ou nutriments semblent

également présenter une activité anti-herpétique.

- La prise en charge thérapeutique repose principalement sur 1’utilisation d’antiviraux a usage
systémique ou topique. Les deux molécules recommandées sont 1’ Aciclovir ou le Valaciclovir
qui sont des antiviraux appartenant a la famille des analogues nucléosidiques. Ceux-Ci
empéchent la réactivation du virus et ont une bonne tolérance étant donné leur spécificité pour

les cellules infectées.
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1.3 Implication d’HSV-1 dans la maladie d’Alzheimer ?

Nous allons voir dans les paragraphes suivants les éléments permettant ou non de faire un
lien entre I’infection par le virus HSV-1 et les différentes caractéristiques de la maladie

d’Alzheimer®.

1.3.1 Séguence topographigue

1.3.1.1 Présence du virus au sein du systéme nerveux central et
réactivations

De nombreuses études post-mortem ont permis de mettre en évidence la présence
d’HSV-1 au niveau d’échantillons de cerveau humain. Dans cette recherche, I’évolution des
techniques d’identification a été déterminante. Dans les années 80, les techniques de détection
du virus HSV-1 comprenaient principalement la recherche d’ADN viral par hybridation ou la
recherche de protéines virales (156-165). Ces techniques relativement peu sensibles ont, dans
la majorité des cas, fait conclure a I’absence de virus au sein du systéme nerveux central. Par la
suite, les techniques de détection de I’ADN viral par PCR ont permis la mise en évidence du

virus dans de nombreuses études (Tableau 7) (166-169).

L’ADN viral était ainsi retrouvé dans le cerveau de sujets agés, qu’ils soient atteints ou
non de la maladie d’Alzheimer. A noter qu’il était également retrouvé dans le cerveau de
sujets atteints de forme familiale de maladie d’Alzheimer (170) et de sujets porteurs de trisomie
21 (171). L’ ADN viral était retrouvé dans les zones corticales préférentiellement atteintes
par la maladie (hippocampe, lobe temporal, lobe frontal) et absent des régions plus préservées

comme le lobe occipital (172-174).

15 Cette partie n’a pas pour vocation d’étre une revue systématique des études sur le sujet et ne permettra pas
toujours d’expliquer en détail certains éléments qui nécessiteraient une expertise dans de nombreux domaines ne
relevant pas de I’épidémiologie (notamment en virologie, biologie moléculaire, immunologie...). De plus,
certaines hypothéses ou interprétations sont personnelles (présentées la plupart du temps sous forme de
questions) et ne reflétent pas forcément ’opinion de la communauté scientifique experte sur le sujet.
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Néanmoins, un élément pourrait limiter la plausibilité de I’hypothése infectieuse impliquant
HSV-1: la proportion de sujets chez qui ’ADN viral était retrouvé au niveau du systéme
nerveux central varie considérablement d’une étude a I’autre. On peut globalement
distinguer 2 groupes d’études. D’une part, des études retrouvant des taux de positivité élevés
variant de 50 a 100%, chez les sujets atteints comme chez les contréles (171,172,175-180).
D’autre part, un groupe d’études retrouvant des taux de positivité beaucoup plus faibles variant
de 2 a 10% chez les sujets atteints et de 7% a 30% chez les sujets contrdles (173,181-183). Afin
de tenter d’expliquer cette variabilité, plusieurs éléments méthodologiques ont été incriminés
(parfois par les auteurs eux-mémes) (183-186) : la méthode de fixation utilisant de la paraffine
(187), le choix de sondes de PCR impliquant des sections d’ADN peu conservées, la présence
d’inhibiteurs de PCR (183), I’age des sujets, la localisation des prélévements et la faible quantité

des tissus utilisée.

Par ailleurs, s’il semble a premiére vue problématique que le pourcentage de positivité soit
similaire entre les cas de maladie d’Alzheimer et les sujets controles, cela ne suffit pas a
réfuter I’hypothése infectieuse. En effet, a I’image des Iésions amyloides présentes egalement
chez les sujets asymptomatiques, la présence du virus HSV-1 au sein du systéme nerveux
central pourrait étre tolérée dans certaines circonstances et ainsi ne pas aboutir
systématiquement a une mort neuronale. Celle-ci pourrait-elle dépendre de la réaction du
neurone ou du systéme immunitaire a 1’encontre du virus et/ou des mécanismes regulant le

maintien ou non du virus dans un état de latence ?

Plus récemment, 1’utilisation de données « -omiques » a également permis d’apporter des
éléments de réponse. Ainsi, Readhead et al (188) ont mis en évidence, au sein de cerveaux de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, une modification d’expression de certains genes
dont certains impliqués dans la régulation de la transcription virale. Par la suite, ils ont cherché
a évaluer chez les sujets MA s’il existait des modifications des transcrits associés a des
centaines de virus connus pour infecter I’homme. Ils ont ainsi mis en évidence une
augmentation des transcrits associés aux virus herpétiques. Il existait notamment une
augmentation des LAT (latency-associated transcript) du virus HSV-1 mais les résultats

pointaient principalement du doigt les virus HHV-6A et HHV-7. A noter que i) contrairement
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au virus HSV-1 qui est un virus neurotrope, les virus HHV-6A et HHV-7 sont plus connus pour
infecter les cellules immunitaires et leur présence au sein du systéme nerveux central pourrait
potentiellement refléter 1’infiltration du parenchyme cérébral par des cellules immunitaires
plutot qu’une infection des cellules neuronales elles-mémes (189) et ii) une deuxieme étude,
plus récente et utilisant des méthodes similaires, ne retrouvait pas d’association entre HHV-6
et la MA (190).

A noter également que deux études ayant recherché la présence d’anticorps anti-HSV1 dans
le liquide cérébro-spinal sont également en faveur de la présence du virus HSV-1 au
niveau du systéme nerveux central et attestent également de sa capacité a s’y réactiver.
Wozniak et al (180) ont ainsi analyse le liquide cérébro-spinal de 27 patients atteints de MA et
de 13 sujets agés indemnes de la maladie, tous séropositifs pour HSV1. Une synthése
intrathécale d’IgG anti-HSV1 a été retrouvée chez 52% des malades et 69% des sujets agés
sains. Libikova et al (191) avaient également décrit que, dans leur échantillon, 47% des sujets

avec une démence sénile présentaient une synthése intrathécale d’anticorps anti-HSV1.
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Tableau 7 : Etudes ayant recherché la présence de I'ADN du virus HSV-1 au sein d'échantillons de cerveaux post-mortem

Autriche

Auteur Caractéristiques des groupes Diagnosti | Identification Localisation Patients Patients
Année cdela d’HSV1 Alzheimer | controéles
Pays MA
Etudes comportant principalement des sujets agés
Jamieson 8 patients MA Clinique | PCR-TK Echantillons issus de 8/8 (100%) | 6/6 (100%)
1991 UK 6 patients contrbles et I’hippocampe ou des cortex
(175) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des anatomop temporaux ou frontaux
sujets athologiq (Résultats non présentés par
ue localisation)
Jamieson Banque de cerveaux d’Edinburgh : &ge moyen 84 (min 79 Cliniqgue | PCR-TK Cortex temporal — Edinburgh | 3/5 (60%) | 2/5 (40%)
1992 UK max-89) chez les MA et 84 (76-93) chez les contrdles et
(172) anatomop
Banque de cerveaux de Bristol : 4ge moyen 83 (min 74 max | athologiq Cortex temporal — Bristol 9/14 (64%) | 6/7 (86%)
96) chez les MA et 79 (64-95) chez les contrdles ue Hippocampe — Bristol 3/4 (75%) | 2/4 (50%)
NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des Cortex frontal — Bristol 4/12 (33%) | 7/9 (78%)
sujets Cortex occipital - Brisol 0/9 (0%) 0/5 (0%)
Lin 36 patients MA- Age moyen: 79 ans Non PCR-TK Echantillons issus des cortex | 28/36 23/36
1996 UK 36 patients contrdles - Age moyen: 78 ans spécifié frontaux, temporaux ou de (78%) (64%)
(176) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des I’hippocampe (Résultats non
sujets présentés par localisation)
Itzhaki 46 patients MA : Age moyen 79 ans (min 54 max 96) Clinique | PCR-TK Cortex temporal 23/39 19/33
1997 UK 44 patients contréles : Age moyen 79 ans (min 58 max 95) | et Hippocampe (59%) (58%)
77 NB / Sérologie HSV réalisée chez 27 sujets sans antécédent | anatomop Cortex frontal 3/6 (50%) | 3/6 (50%)
d’herpées labial et 27 avec : tous + sauf 2 sans antécédent athologiq 23/39 19/36
ue (59%) (58%)
Beffert 73 patients MA : Age moyen 77 ans (min 53 max 93) Clinique | PCR-gD Pas d’information 54/73 24/33
1998 33 patients contrdles : Age moyen 72 ans (min 43 max 95) | et (74%) (73%)
Canada NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des anatomop
(179) sujets athologiq
ue
Cheon 10 patients MA — Age moyen 60,8 +/-8,4 Clinique | PCR—-gD Cortex frontal 10/10 10/10
2001 10 patients controles —Age moyen : 62,6+/-8,0 Cervelet (100%) (100%)




(171) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des 10/10 10/10
sujets (100%) (100%)
Marques 15 patients MA : Age moyen 79 ans (min 56 max 93) Clinique | PCR-gB Cortex temporal 1/15 (7%) | 0/15 (0%)
2001 USA | 15 patients contrdles : Age moyen 79 (min 59 max 93) et Cortex frontal 1/15 (7%) | 1/15 (7%)
(173) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des anatomop Cortex occipital 0/15 (0%) | 0/15 (0%)
sujets athologiq
ue
Hemling 34 patients MA: Age moyen : 80,2+/-7,5 (min 64 max 94) Clinique | Echantillon Echantillons provenant de 1/34 (3%) | 10/40?
2003 40 patients controles Age moyen 77,1+/- 6,5 (min 64 max et considéré comme | I’hippocampe, du cortex (25%)
Finlande 89) anatomop | +si PCR gD frontal, temporal et du cortex
(181) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des athologiq | confirmée par cingulaire antérieur (Résultats
sujets ue PCR gB non présentés par localisation)
Wozniak 6 patients MA : Age moyen : 69,8 ans (min 52 max 84) Clinique ? | PCR-TK Cortex temporal et frontal 5/6 (83%) | -
2004 UK NB / tous les sujets étaient séropositifs pour HSV1
(180)
Mori 2 patients MA : Age moyen : 62 ans Non PCR-gD Cortex temporal 0/2 (0%) 0/6 (0%)
2004 Japon | 6 patients contrdles : Age moyen : 58 ans (min 44 max 65) | précisé Cortex frontal 2/2 (100%) | 1/6 (17%)
(a74) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des Cortex occipital 0/2 (0%) 0/5 (0%)
sujets
*Données complétées avec 1’autre article de Mori
Mori 3 patients avec une forme familiale de MA (44-69 ans) Clinique | « nested » PCR Cortex temporal 3/3 (100%)
2004 Japon + gD Cortex frontal 3/3 (100%)
(170) anatomop Cortex occipital 1/2 (50%)
athologiq
ue
Wozniak 6 patients MA : &ge moyen 77 (min 67 max 87) Clinique | Insitu PCR-gG ? | Cortex temporal 6/6 (100%) | 5/5 (100%)
2008 UK 5 patients contréles : 4ge moyen 77 (min 67 max 87) et Cortex frontal
(178) NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des anatomop
sujets athologiq
ue
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2 PCR+

Pisa 10 patients MA : Age moyen 81,9 (min 62 max 92) Clinique | PCR-gD Hippocampe et cortex 1/10 (10%) | 2/7 (29%)

2017 8 patients contréles : Age moyen 60,4 (min 37 max 78) anatomop enthorinal

Espagne NB / pas d’indication sur le statut sérologique HSV des athologiq

(182) sujets ue

Etudes comportant également des sujets jeunes

Baringer 40 patients décédés de causes non-neurologiques. Age au X PCR-TK (gene Hippocampe, cortex frontal, - 14/40

1994 USA | décés allant de 6 semaines a 92 ans. Ul23) bulbe olfactif, moelle (35%)

(192) NB : chez les 4 sujets 19gG-, pas d’ADN HSV1 dans le PCR-gC (géne épiniére, amygdale, pons

cerveau ul44) (Résultats non présentés par
PCR-gD (géne localisation)
Us6)
PCR-gG (gene
Us4)
I Seules les PCR-
TK et les PCR-gD
ont permis de
détecter des
sequences
d’HSVI1.

Olsson 603 patients initialement sans démence - Age moyen : 63 X PCR-gJ? (géne Hippocampe, cervelet, corps | X 10/584

2016 ans (0-97) Usb) calleux, gyrus frontal moyen (2%)

Suede PCR-hélicase?

(183) (géne UI5) Parmi les
PCR-gB? (géne plus de 60
ul27) ans:
Echantillon + si > 6/346 (2%)

Abréviations PCR -TK: détection par PCR de I’ADN viral codant pour une thymidine kinase

PCR — gD ou gB ou gC ou gG : détection par PCR de I’ADN viral codant pour des glycoprotéines virales
NB : Certaines études rapportées dans la littérature n’ont pas été intégrées dans ce tableau pour différentes causes : texte intégral non disponibles (193,194), étude introuvable (Bertrand 1993) ou
étude ne précisant pas 1’age des sujets (195)
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1.3.1.2 Migration du virus HSV-1 et topographie des lésions tau

Afin d’expliquer la topographie stéréotypée de la pathologie tau dans la MA, Braak et
Del Tredici (41) ont proposé que celle-ci débute au niveau du locus coeruleus et se transmette
ensuite de fagon trans-synaptique vers d’autres aires cérébrales en suivant des réseaux de
neurones anatomiquement connectés. Si I’hypothése d’une transmission « prion-like » de la
protéine tau est aujourd’hui étudiée et ne peut étre écartée (41,196), I’implication du virus HSV-

1 pourrait fournir une explication alternative.

En effet, le virus HSV-1 est un virus neurotrope bien connu pour sa capacité a se déplacer
de neurones en neurones. Son utilisation comme vecteur viral dans le cadre de 1’étude des

réseaux neuronaux témoigne de cette compétence particuliére (197,198).

De plus, si le virus HSV-1 n’est pas le seul pathogéne neurotrope capable d’infecter le systéme
nerveux central, c’est la similarité des zones cérébrales atteintes dans la maladie
d’Alzheimer et dans les cas d’encéphalite herpétique qui a permis initialement de suspecter

son implication dans la maladie (85,199).

Néanmoins, la voie de propagation utilisée par le virus pour rejoindre le systeme nerveux

central reste discutée mais pourrait expliquer le point de départ de la pathologie.

- D’un coté, la migration du virus pourrait se faire directement depuis son lieu de
latence (85), le ganglion trigéminal, dont le noyau est anatomiquement relié au locus
coeruleus (200,201) fournissant ainsi une « porte d’entrée » directe vers le point de
départ suspecté de la maladie d’Alzheimer. Les résultats d’une étude
anatomopathologique ayant mis en évidence la présence de protéines tau
hyperphosphorylées dans le noyau trigéminal dés la premiére décade de vie pourraient-
ils étre en faveur de cette hypothése (202) ?

- D’un autre c0té, plusieurs auteurs discutent une potentielle propagation du virus via le
systeme olfactif qui, via les bulbes olfactifs, est relié au cortex entorhinal et aux
hippocampes (revue dans (203)). Les éléments sous-tendant cette hypothése sont : i) le
fait que I’altération de 1’olfaction est parfois rencontrée précocement dans la maladie
d’Alzheimer (204), ii) la présence de I’ADN d’HSV1 au niveau des bulbes olfactifs
dans différentes études post-mortem (193) et iii) les expérimentations animales
montrant la propagation du virus au niveau du cortex entorhinal et de I’hippocampe

apres inoculation intranasale. Néanmoins, d’autres voies d’inoculation (comme par



exemple la scarification labiale) permettent également 1’invasion du systéme nerveux
central apres inoculation du virus HSV-1 chez la souris (205).

- Enfin, une combinaison de différentes voies de propagation n’est peut-étre pas a
exclure ? Ainsi, on pourrait faire I’hypothése que les formes atypiques de la maladie
d’Alzheimer pourraient étre le reflet de voies de propagation moins fréquentes
dépendant par exemple du site de primo-infection. Une primo-infection oculaire et la
présence d’ADN viral au niveau de I’ceil (206) pourraient-elles expliquer la topographie
occipitale (ou se situe le cortex visuel primaire) retrouvée dans 1’atrophie corticale

postérieure ?

Enfin une asymétrie dans le degré d’infection des ganglions trigéminaux droit et gauche

pourrait-elle expliquer I’asymétrie des 1ésions tau retrouvée dans la maladie d’Alzheimer ?

Qu’en est-il enfin de la topographie de la pathologie amyloide ? A ma connaissance, aucune
explication précise concernant la séquence topographique de la pathologie amyloide n’existe a
I’heure actuelle dans I’hypothése infectieuse. Néanmoins, dans 1’hypothése infecticuse, on
suppose que les peptides amyloides jouent un rdle de biofloculant (ce role sera détaillé au
paragraphe 1.3.2.1). Un biofloculant est une molécule capable de se lier a des substances
neurotoxiques (infectieuses ou non) et de permettre ainsi leur neutralisation. Dans cette optique,
la topographie de la pathologie amyloide pourrait-elle refléter des agressions du systeme
nerveux central de différentes natures (infections par HSV-1 mais également par d’autres
pathogenes ou suite & un traumatisme, une hypoxie...) et I’incapacité des cellules microgliales
a les éliminer ? La diversité des stimuli potentiellement impliqués pourrait ainsi peut-étre

expliquer 1’absence de superposition entre pathologies tau et amyloide ?
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1.3.2 Virus HSV-1 et marqueurs anatomopathologiques

Si les 1¢ésions retrouvées dans les cas d’encéphalite herpétique sont loin d’étre similaires
a celles rencontrées dans la maladie d’Alzheimer, il est possible que, comme la brilure d’une
flamme entraine une simple rougeur ou une brdlure au 3°™ degré selon son degré d’intensité,
une infection « a petit feu » (on parle de «slow virus infection » (207)) puisse aboutir a
I’apparition de marqueurs anatomopathologiques différents de ceux observés dans les atteintes
aigués. De plus, il existe différents témoignages en faveur de I’existence de forme « moderée »
d’infection du systéme nerveux central par le virus HSV-1. Il peut s’agir notamment de
formes cliniques modérées apparaissant plusieurs années apres une méningoencéphalite
herpétique ou de cas de détection d’ADN du virus HSV dans le liquide cérébro-spinal de sujets
asymptomatiques (97,184,185,208). Pour autant, les raisons influant sur D’intensité de
Pinfection (i.e. sur la survenue d’une forme neurologique aigue ou d’une forme chronique
« modérée ») restent encore a élucider (virulence de la souche ?, efficacité du systéeme

immunitaire de I’hdte ?, prédisposition génétique...).

Dans I’hypothése d’une infection HSV-1 évoluant & bas bruit au sein de systéme nerveux
central, plusieurs groupes de recherche ont étudié la capacité du virus a entrainer 1’apparition
des lésions retrouvées dans la maladie d’Alzheimer. Ils ont ainsi mis en évidence que la
survenue de la plupart des marqueurs anatomopathologiques de la maladie d’Alzheimer
pourrait étre le reflet du cycle cellulaire d’HSV-1 et de la réaction immunitaire a son
encontre (38). Nous nous intéresserons dans les prochains paragraphes plus particulierement

aux marqueurs amyloide et tau.

1.3.2.1 HSV-1 et pathologie amyloide

Si le peptide ap a longtemps été percu comme une molécule anormale et sans role
physiologique, plusieurs arguments suggerent aujourd’hui le contraire. D’une part, le
peptide af est retrouvé a 1’état physiologique chez ’homme notamment dans le sérum et dans
le liquide cérébro-spinal ou sa concentration est plus importante a 1’état normal que dans la
maladie d’Alzheimer (209,210). D’autre part, la séquence d’acides aminés du peptide af} est
conservée chez la majorité des vertébrés terrestres depuis des millions d’années, suggérant

I’importance de son role en termes de survie (211,212).
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Plusieurs études suggerent I’implication du peptide amyloide notamment dans la réponse aux
dommages tissulaires via notamment un réle trophique, dans la neurogénese et la plasticité
synaptique, une action sur la barriére hémato-encéphalique et sur les vaisseaux corticaux
(209,211). Plus particulierement, Robinson et al (32) ont proposé en 2002 un role de
« biofloculant ». Le role d’ap serait ainsi de se lier a des substances neurotoxiques et, via leur
précipitation sous forme de plaques, de faciliter leur présentation aux phagocytes. Le peptide
aurait ainsi notamment un réle a la fois antioxydant (32,209) par sa capacité a se lier a divers
ions métalliques et un rdle antimicrobien relevant de I’immunité innée. L’activité
antimicrobienne du peptide ap a inspiré une nouvelle hypothése physiopathologique concernant
la maladie d’Alzheimer, I’hypothése « de protection antimicrobienne » décrite par Moir et al

(213) également dénommeée « hypothese infectieuse ».

Plusieurs résultats confortent I’hypothése d’un rdle antimicrobien pour le peptide af :

1. Des études in vitro, chez I’animal et chez ’homme ont montré que différents types
d’infections ou d’agressions du systéme nerveux central étaient associés a une
accumulation de peptides amyloides.

2. Invitro et in vivo dans des modeles animaux, le peptide amyloide présente une activité
antimicrobienne dont le mode d’action et les caractéristiques structurelles sont
similaires a ceux des « peptides antimicrobiens » (AMP pour «antimicrobial
peptide »), acteurs de I’immunité innée. De plus, chez I’homme, certains traitements
visant a bloquer la production de peptides amyloides ont été associés a une

survenue plus fréquente d’infections.

Nous allons approfondir ces différents points dans les lignes suivantes.
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1.3.2.1.1 Agressions du systéme nerveux central et pathologie amyloide

In vitro, plusieurs équipes ont mis en évidence que 1’inoculation du virus HSV-1 dans
un milieu cellulaire entrainait une diminution de la concentration d’APP et une augmentation
de ses produits de dégradation via la voie amyloidogénique ainsi qu’une accumulation de

peptides af au niveau extra et intracellulaire (Tableau 8).

In vivo apreés inoculation intra-nasale du virus HSV-1 chez la souris, deux études ont mis en
évidence une accumulation intracérébrale de peptides amyloides notamment au niveau de
1I’hippocampe et du cortex somato-sensoriel (Tableau 8). Dans I’étude de De Chiara et al. (205),
la quantité de dépdts était proportionnelle au nombre de réactivations. Une troisieme étude
(214) a mis en évidence, aprés inoculation intracérébrale d’HSV-1, la co-localisation des

peptides amyloides et du virus.

Chez I’homme (Tableau 8), une diminution du peptide ap 1-42 dans le liquide cérébro-spinal
était retrouvée chez des patients atteints de différentes infections cérébrales (encéphalite
herpétique, méningite bactérienne, démences liées au VIH) par rapport a un groupe controle
(215). Cette diminution était d’ailleurs plus importante que dans le groupe des sujets atteints de
maladie d’Alzheimer. Féart et al (216) ont également mis en évidence des taux d’aP
plasmatiques 1-40 ou 1-42 plus faibles en cas de réactivation du virus HSV (présence
d’immunoglobulines M (IgM) anti-HSV). Néanmoins, aucune association significative n’était
retrouvée entre le statut sérologique HSV et la charge amyloide intracérébrale évaluée a partir

d’échantillons de cerveaux humains en post-mortem (183).

De plus, la présence de dépots de type « amyloide » n’est pas spécifique a I’infection
herpétique. Elle est retrouvée chez ’homme dans un grand nombre d’autres infections comme
par exemple le VIH, la neurosyphilis ou la tuberculose (168,215,217-222) ainsi que dans le
cadre d’autres types d’agressions du systeme nerveux central (32) comme par exemple les
traumatismes craniens et les accidents vasculaires cérébraux ischémiques (32,223-225).
Certaines etudes in vitro ou sur modele animal ont également mis en évidence la possibilité
d’induire 1’accumulation de peptides amyloides aprés inoculation d’autres agents infectieux

(226-228) comme par exemple les spirochétes ou Chlamydia pneumoniae.
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Tableau 8 : Etudes ayant évalué I'association entre infection HSV et pathologie amyloide

Auteur - Année | Milieu / Echantillon | Virus | Résultats

In vitro

Shipley — UK — 2005 | Cellules neuronales humaines HSV1 | Diminution de la concentration intracellulaire d’APP

(229) HSV2 | Accumulation intracellulaire d’un fragment de 55 kDA contenant la séquence af§

Wozniak — UK - 2007 | Cellules neuronales et gliales HSV1 | Diminution de la concentration intracellulaire d’APP

(230) humaine Accumulation intracellulaire de protéines afy 1-40 et af§ 1-42

De Chiara — Italie - Cellules neuronales humaines ou de HSV1 | Diminution de la concentration intracellulaire d’ APP

2010 rat Accumulation intracellulaire de protéines ap 1-40

(231) Accumulation intra et extracellulaire de protéines ay 1-42
Accumulation intra et extracellulaire d’APP-F35, possible oligoméres d’af3
Accumulation intracellulaire d’AICD et de CTF notamment au niveau du noyau
(composants de la dégradation d’APP)

Piacentini — Italie — Cellules neuronales de rat HSV1 | Accumulation intracellulaire d’a3 1-42 (pas d’analyse sur app 1-40)

2011 (232)

Santana- Espagne - Cellules neuronales humaines HSV1 | Diminution des composants de la voie « non-amyloidogénique » : aCTF et sAPPa

2012 Accumulation intracellulaire de protéines af 1-40 et 1-42 au sein d’autophagosomes

(233) Diminution de la sécrétion extracellulaire d’a3

Civitelli— Italie - 2015 | Cellules neuronales humaines ou de HSV1 | Accumulation intranucléaire d’ AICD (composant de la dégradation d’ APP)

(234) rat

Piacentini — Italie — Cellules neuronales de souris HSV1 | Accumulation d’af3 40/42

2015 (235) Altération de la transmission synaptique

Kristen — Espagne - Cellules neuronales humaines HSV2 | Diminution des composants de la voie « non-amyloidogénique »

2015 Accumulation intracellulaire de protéines afp 1-40 et ap 1-42 au sein d’autophagosomes

(236) Diminution la sécrétion extracellulaire d’a3 1-40

Bourgade — Canada — | Cellules neuronales et gliales HSV1 | Accumulation d’ap 1-42 mais pas d’ap 1-40 pour les cultures de cellules neuronales

2016 humaines Faible augmentation d’ap 1-40 pour les cultures de cellules gliales

(237) En co-culture, accumulation d’ap 1-42 mais en plus faible quantité que dans les cultures
de cellules neuronales - en lien avec une probable rapide phagocytose d’a} 1-42 par les
cellules gliales

Powell-Doherty - Cellules neuronales HSV1 | Accumulation intracellulaire d’a3 24 et 72 heures aprés une infection aigue

USA - 2020 hippocampiques de souris (concentration respectivement 2,9 fois et 4,1 fois plus importante que pour les cellules

(238) non infectées) versus accumulation extracellulaire dans le cas d’une infection latente ?




Cairns — USA Modeéle 3D de cerveau humain HSV1 | Infection avec une dose plus faible de virus entraine une accumulation d’af 1-42 mais
2020 (239) (cellules neuronales et gliales) pas d’ap 1-40 et I’apparition de plaques
In vivo chez I’animal
Wozniak — UK - 2007 | Souris BALB/c HSV1 | Accumulation intracérébrale d’aP 1-42 mais pas d’ap 1-40 (hypothése : meilleure
(230) Inoculation intranasale du virus ¢limination d’af} 1-40)
Eimer — USA — 2018 | Souris 5XFAD et WT HSV1 | Accumulation intracérébrale d’af et localisation avec HSV-1
(214) Inoculation intracérébrale du virus
De Chiara- Italie - Souris BALB/c (n=74) HSV1 | Accumulation significative d’ap au niveau intra et extracellulaire chez les souris infectées
2019 Inoculation du virus apres vs contrdle au niveau du gyrus denté (augmentation d’un facteur 2.4 + 0.9; p = 0.008) et
(205) scarification de la levre (n=45) de la couche CA1 de I’hippocampe (2.3 £ 0.7; p = 0.0028) ainsi qu’au niveau du cortex
Réactivations induites par un stress somato-sensoriel (3.0 £ 0.6, p = 0.028)
thermique Augmentation de la quantité de dépots avec le nombre de réactivations
In vivo chez I’homme
Krut — Suéede - 2013 Echantillon : LCS de 42 patients HSV1 | Diminution de la concentration d’ap 1-42 dans le LCS dans tous les groupes (a
(215) contrbles, 21 MA, 10 encéphalites I’exception de la neuroborréliose) par rapport aux contréles (700 ng/l; 521-800) : MA
herpétiques HSV1, 12 méningites (médiane 471 ng/l; IQR 415-556), encéphalite HSV1 (360 ng/l; 239-577), méningite
Etude sur LCS bactériennes, 13 neuroborrélioses de bactérienne (63 ng/l; 63-396), démences liées au VIH (486 ng/l; 327—686).
Lyme, 21 démences associées au VIH Les concentrations en sSAPPa et 3 étaient plus basses chez les cas d’encéphalite HSV 1,
démences liées au VIH, neuroborréliose et de méningites bactériennes que chez les MA.
Féart — France - 2011 | Echantillon : 1222 sujets inclus dans | HSV | Taux d’IgG en continu

(216)

Etude transversale
dans le cas cohorte de
3C (1999-2000)

3C - age moyen 73.9 (min 65.0-max
94.1) — 20.4% d’ ApoE4
Sous-échantillon : 754 sujets avec
données génétiques sur les génes
CLU et CR1 - 4ge moyen = 74.0 (min
65.0— max 92.0).

Exposition : Sérologies plasmatiques
IgG et IgM anti-HSV a I’inclusion
(technique ELISA)

- Echantillon principal : pas de corrélation significative entre taux d’IgG et taux d’af
- Plusieurs modéles de régression linéaire évaluant I’association avec taux aB1-40, aj
1-42 et ratio :
o Modele 1 ajusté sur le centre, 1’dge en continu, le sexe, le niveau
d’éducation : non significatif
o Modéle 2 ajusté également sur ApoE4 : non significatif
o Modele 3 ajusté également sur CLU et CR1 : non significatif
o Test de I’interaction entre statut HSV et ApoE4, CLU et CR1 : non
significatif
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Outcome : Taux plasmatiques d’af3
1-40, d’ap 1-42 et ratio app 1-42/ap 1-
40 aI’inclusion (3 indicateurs
utilisés dans des modeles séparés et
utilisé comme des variables
continues)

Taux d’IgG (3 premiers quartiles vs 4¢me)

- Echantillon principal : Pas de différence de moyennes d’af} 1-40 ou 1-42 ou ratio
entre les différents quartiles de taux d’IgG

- Non significatif quel que soit le modele

Taux d’IgM (3 premiers quartiles vs 4éme)

- Echantillon principal : différence de taux moyen d’ap 1-40 et 1-42 selon les quartiles
d’IgM. Les taux d’ap les plus bas étaient observés chez les sujets ayant un taux
d’IgM dans le 4éme quartile (p=0.0036 et 0.0035 respectivement). Pas d’association
avec le ratio.

- Modgéle 1 : taux plasmatiques d’af} 1-40 et d’aP 1-42 plus bas chez les sujets dans le
4% quartile d’IgM (p=0.0003 et p=0.007 pour ap 1-40 et ap 1-42 respectivement) —
pas d’association avec le ratio
Modéles 2 et 3 : résultats similaires. Pas d’interaction avec APOE4, CLU ou CR1

Olsson- Suéde - 2016
(183)

Etude sur des
échantillons de
cerveaux post-mortem

Echantillon :

141 sujets avec sérologies HSV-1
Age moyen chez les 1gG+ :
64.5+17.5 et chez les IgG- :
57.6+15.3

Exposition : Sérologies plasmatiques
IgG et IgM anti-HSV1

Outcome : dépots amyloides
intracérébraux

HSV1

Presence d’IgG+ : 85.8% d’IgG+ (121/141)

- 32.4% de sujets IgG+ (36/111) avaient des dépdts amyloides intracérébraux vs 10.5%
(2/19) des sujets 1gG-

- Mode¢le de régression logistique ajusté sur I’age: Odds Ratio ajusté (ORa) = 2.771
Intervalle de confiance a 95% (IC 95%) [ 0.567-13.541], P=0.208

Présence d’IgM+ : 2.5% d’IgM+

- Modele de régression logistique ajusté sur I’age et le sexe, pas d’association
significative entre IgM+ et les dépdts amyloides (p=0.346).

Taux d’IgG chez les IgG+ : Pas de corrélation entre taux d’IgG et dépots amyloides
intracérébraux (corrélation de Pearson—0.002, p=0.987).
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1.3.2.1.1 Le peptide amyloide présente une activité antimicrobienne

Le systétme nerveux central presente des particularités sur le plan des défenses
immunitaires : on parle de «statut immuno-privilégié » (240). Ce statut est caractérisé
notamment par une participation plus importante de I’immunité innée par rapport a I’immunité
adaptative (241). Les cellules microgliales en sont un acteur important notamment via leur
capacité de phagocytose. Neanmoins, recemment, certaines etudes semblent avoir identifié un
autre acteur majeur de immunité innée... le peptide af ! Celui-ci présente en effet des
propriétés similaires a celles des « peptides antimicrobiens » (242) (ou AMP « antimicrobial
peptide ») aussi bien sur le plan structural que fonctionnel. A noter qu’un autre peptide
antimicrobien appartenant au groupe des « défensines » est également surexprimé dans la
maladie d’Alzheimer (243).

Sur le plan structural (86,213,242), comme d’autres AMP, il s’agit d’un peptide amphiphile
de bas poids moléculaire produit a partir du clivage d’une protéine intra-membranaire et
présentant plusieurs isoformes. Largement exprimé, il est particulierement présent dans les
organes immuno-privilégiés comme le cerveau. Il est capable de se fixer aux membranes

cellulaires et, secondairement, de former des oligomeres résistants aux protéases microbiennes.

Sur le plan fonctionnel, sa production est stimulée notamment par I’exposition a des
pathogenes et par la neuroinflammation. Il possede une activité antimicrobienne liée
notamment a sa capacité a s’auto-agréger pour capturer les pathogénes et une activité de
modulation de I’immunité. Nous allons parcourir les différentes études ayant mis en évidence
son réle antimicrobien dans les paragraphes suivants.

In vitro (revue dans (33,221)), plusieurs équipes ont mis en évidence une activité
antimicrobienne d’aP a 1’encontre des virus enveloppés comme HSV-1 (214,237,244,245),
HHV-6 (214) et les virus influenza A H3N2 et HIN1 (246) ainsi que pour certaines bactéries
et levures (86,247-249). Ce n’était par contre pas le cas pour les virus non enveloppés comme
les adénovirus (245). 1l semble que le peptide agisse a un stade précoce de ’infection en se liant
a la paroi des pathogenes empéchant ainsi leur entrée dans la cellule (214,245,247) et les
séquestrant dans un réseau fibrillaire (214,247) (Figure 19). Concernant le virus HSV-1, du fait
d’une forte homologie entre la séquence d’acides aminés de sa glycoprotéine d’enveloppe gB
et celle du peptide ap (250), il est possible que le peptide interagisse avec cette glycoprotéine

pour empécher I’entrée du virus dans la cellule.
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Figure 19 : D'apres Kumar (247), filaments amyloides séquestrant une levure de type Candida albicans en se fixant a sa
paroi

Plusieurs études ont également mis en évidence que le peptide ap était impliqué dans la
modulation de I'immunité (251). Aprés inoculation du virus HSV-1, I’accumulation de
peptides amyloides entrainaient la production des cytokines pro-inflammatoires et la survenue
d’une gliose (237,239). Lukiw et al (244) ont également montré un réle du peptide ap 1-42 dans
la réponse antivirale via la régulation du systeme du complément. Par ailleurs, Carter et al (252)
ont mis en évidence que I’expression des genes associés au métabolisme de I’APP était

principalement retrouvee au niveau des cellules immunitaires.

Ces études ont également permis de mettre en évidence certains des mécanismes cellulaires
impliqués dans la réaction a I’encontre de I’infection HSV-1. Ainsi, la liaison d’HSV-1 avec
la membrane neuronale entrainerait une entrée importante de calcium dans le milieu
intracellulaire (232,235) (de maniére intéressante, des anomalies de la concentration en calcium
sont également retrouvées dans la MA). Ceci entrainerait ensuite la phosphorylation d’APP,
I’augmentation de ’activité des B et y sécrétases (230,231,239) et la diminution de ’activité
des o sécrétases (233,236). Au total, ces modifications aboutiraient au clivage de différents
récepteurs du virus HSV-1 par les y sécrétases (253) et a la production du peptide antimicrobien
ap empéchant I’entrée du virus dans les cellules.

On peut également noter que la molécule APP participe au transport antérograde rapide du virus

HSV-1 depuis le corps du neurone vers 1’axone (254-256). Pourrait-on faire I’hypothése qu’il
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s’agirait d’une maniere pour la cellule de se «débarrasser de I’intrus » pour éviter sa
réplication ?

Par ailleurs, I’accumulation des peptides amyloides en intracellulaire semble expliquée par leur
accumulation au sein d’autophagosomes, structures impliquées dans la dégradation de certains
déchets cellulaires (on parle d’autophagie) ou de pathogeénes (on parle d’hétérophagie). Cette
accumulation semble secondaire a une incapacité de fusion entre ces autophagosomes et les
lysosomes qui contiennent les enzymes néecessaires a la degradation (233,236,257). Cette
anomalie, également rapportée dans la maladie d’ Alzheimer (37,258), pourrait-elle étre le reflet
de la génération de sites de réplication par le virus au sein des autophagosomes (259) ou d’un
mécanisme d’échappement mis en place par le virus notamment pour limiter la présentation

antigénique qui en résulte (260) ?

In vivo, apres inoculation intracérébrale du virus HSV-1 chez des souris, Eimer et al. (214) ont
également mis en evidence une meilleure survie chez les souris transgéniques 5XFAD
exprimant a3 que chez les contrbles ainsi que 1’apparition de marqueurs histologiques assez
similaires aux plaques amyloides apres infection. L’activité antimicrobienne du peptide

amyloide a également été mis en évidence pour d’autres types d’infections (247,261).

Chez ’homme, de facon cohérente avec 1I’hypothese d’une séquestration d’HSV par les
plaques amyloides, Wozniak et al (178) ont mis en évidence grace a des techniques de PCR in
situ la présence d’ADN d’HSV-1 au sein de la majorité des plaques amyloides chez les sujets

atteints de maladie d’Alzheimer comme chez les sujets contrdles (Figure 20).
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Figure 20 : D'aprés Wozniak (178) , co-localisation de I'ADN HSV-1 et des plaques amyloides au sein de cerveaux de
patients atteints de maladie d'Alzheimer (A,B) et de sujets controles (C,D).

Détection de I’ADN d’HSV-1 par PCR in situ (A,C) et des plaques amyloides par marquage a la thioflavine 5 (B,D)

Carter et al (262) ont également mis en évidence que les plaques amyloides (ainsi que les
dégénérescences neurofibrillaires) présentaient une concentration particulierement élevée en
protéines capables de se lier au virus HSV-1 ou impliquées dans les différentes étapes de son
cycle cellulaire ainsi que des composants impliqués dans la défense anti-infectieuse. lls ont
ainsi fait I’hypothése que ces structures étaient 1’équivalent de « cimetiéres secondaires a un

affrontement entre le virus et le systéme immunitaire de 1’hote ».

De plus, de maniére indirecte, ’augmentation du taux d’infection dans certains essais
cliniques ciblant la protéine ap semblent aller également en faveur d’un réle antimicrobien
du peptide amyloide. Ainsi, entre 2005 et 2008, un essai de phase 3 randomisé multicentrique
et en double aveugle a tenté d’évaluer I’efficacité et la tolérance du Tarenflurbil (molécule
diminuant le taux d’aB1-42) chez 1684 patients atteints de la maladie d’Alzheimer (263). Cet
essai n’a pas permis de mettre en évidence I’efficacité du traitement mais a mis en évidence une
augmentation des cas de zona dans le groupe traité par rapport au groupe placebo (2,0% vs
0,7% - p=0,03). De plus, en 2002, un essai de phase 2 évaluant 1’efficacité et la tolérance du
vaccin anti-amyloide AN-1792 chez 375 patients atteints de la maladie d’ Alzheimer (264) a dQ
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étre stoppé en raison de la survenue de 15 cas de méningoencéphalites, dont certaines liées au
virus HSV-1 (265,266).

1.32.2 HSV-1 et pathologie Tau

1.3.2.2.1 L’infection 8 HSV-1 entraine 1’apparition de la pathologie Tau

In vitro, plusieurs études (Tableau 9) ont mis en évidence que I’inoculation du virus
HSV-1 dans un milieu cellulaire entrainait une augmentation de la concentration en protéine
Tau hyper-phosphorylée, ceci a la fois au niveau du cytoplasme et au niveau du noyau, ainsi
qu’une modification de la structure et de la dynamique du cytosquelette et une réduction de la
viabilité neuronale suite a I’infection virale. Néanmoins, les études in vitro n’ont pas produit de
résultats concordants pour le moment quant au type de kinases humaines activées suite a
I’inoculation du virus HSV-1 (234,267,268) et un role de kinases d’origine virale a également

été proposé (269).

In vivo chez la souris (Tableau 9), deux études ont également mis en évidence que I’inoculation
du virus HSV-1 entrainait une accumulation de P-Tau au niveau du ganglion trigéminé, des

hippocampes et du cortex.

Chez ’homme (Tableau 9), Krut et al retrouvaient une augmentation des concentrations
intrathécales de Tau totales et phosphorylées chez les sujets atteints d’encéphalite herpétique
par rapport aux sujets contrbles et aux sujets ayant d’autres infections du systéme nerveux
central. Néanmoins, Olsson et al ne retrouvaient pas d’association entre le statut sérologique
HSV et la quantité de dégénérescences neurofibrillaires intracérébrales dans des échantillons

de cerveaux post-mortem.

A noter que les marqueurs de la pathologie tau semblent également retrouvés dans d’autres
types d’infections virales comme dans la panencéphalite sclérosante subaigué liée au virus de
la rougeole (270-272), dans une forme de parkinsonisme secondaire a une encéphalite virale
(199) et dans les atteintes neurologiques liées au VIH (273,274). Ce type de lésions semble

également avoir été retrouvé en rapport avec des infections bactériennes a spirochétes (275).
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Tableau 9 : Etudes ayant évalué I'association entre infection HSV et pathologie Tau

Auteur - Milieu Virus | Résultats

Année

In vitro

Zambrano — Cellules neuronales de souris HSV1 | Altération de la structure du cytosquelette (réduction de la longueur des axones,

Chili - 2008 « ballooning » du soma, réarrangement des microtubules...)

(276) Altération de la dynamigue du cytosquelette
Réduction de la viabilité neuronale
Accumulation de P-Tau (phosphorylée au niveau S396 et S404) et diminution de Tau
déphosphorylée (S202 T205)

Wozniak — UK | Cellules neuronales humaines HSV1 | Phosphorylation de Tau au niveau des acides aminés T212, S214 (spécifiques de la

- 2009 MA), S396, S404 et S202

(267) Augmentation de la concentration de T-Tau

Lerchundi — Cellules neuronales et HSV1 | Activation de caspase-3 et clivage de Tau au niveau de 1’acide aminé D421 (dans les 4

Chili - 2011 astrocytaires de souris léres heures suivant I’infection et indépendamment de la réplication virale)

(277)

Alvarez — Cellules neuronales humaines HSV1 | Phosphorylation de Tau

Espagne - 2012 Accumulation de P-Tau dans le noyau au niveau des sites habituels de réplication virale

(268)

Kristen — Italie | Cellules neuronales humaines HSV2 | Accumulation intranucléaire et cytoplasmique de P-Tau

— 2015 (236)

Powell-Doherty | Cellules neuronales HSV1 | Aprés une infection aigue, augmentation de la concentration en P-Tau, 24 et 72h aprés

—USA - 2020 hippocampiques de souris infection, chez les cellules infectées par rapport aux non-infectées

(238) Augmentation également (mais phosphorylation différente ?) chez les cellules non-
infectées et traitées par aciclovir ?

Cairns — USA Modeéle 3D de cerveau humain HSV1 | Infection avec une dose importante de virus entraine une apoptose cellulaire

2020 (cellules neuronales et gliales) + Infection avec une dose plus faible de virus entraine 1’apparition de P-Tau ainsi qu’une

(239) modele cellulaire classique diminution de la fonctionnalité neuronale

In vivo chez I’animal

Martin — Chili - | Modé¢le d’encéphalite herpétique | HSV1 | Accumulation au niveau du ganglion trigéminé et du cortex de deux marqueurs liés a la

2014 chez des souris BALB/c apres neurodégénération

(278) inoculation intranasale du virus 1/ Tau phosphorylé au niveau de 1’acide aminé S396

2/ Tau clivé par caspase3 au niveau de I’acide aminé D421




De Chiara — Souris BALB/c (n=74) HSV1 | Chez les souris soumises a de multiples réactivations virales induites par stress
Italie - 2019 Inoculation du virus aprés thermique (vs souris controles):
(205) scarification de la levre (n=45) 1/ Accumulation au niveau des hippocampes de phosphoT205-Tau et
Cycle de réactivations virales phosphoT212S214-Tau (p=0,03)
induites par un stress thermique 2/ Accumulation dans le néocortex de phosphoT212S214-Tau (p=0,06) et de « paired
helical filaments tau » (p=0.03)
3/ Pas de différence concernant phosphoS396-Tau entre les deux groupes de souris
4/ L’accumulation de P-Tau augmentait avec le nombre de réactivations.
5/ Clivage de la protéine Tau par caspase 3 au niveau de I’acide aminé D421 au niveau
de I’hippocampe
Chez les souris infectés mais n’ayant pas ét¢ soumises a des réactivations (vs souris
controles) :
1/ Augmentation de phosphoS396-Tau
2/ Diminution de phosphoT212S214-tau
3/ Aucune différence n’était retrouvée pour phosphoT205-Tau et le clivage de la
protéine Tau.
In vivo chez ’homme
Krut — Suede - | Echantillon : LCS de 42 patients | HSV1 | Augmentation de T-Tau dans le LCS chez les patients MA (773 ng/l; 635-955) et chez
2013 controles, 21 MA, 10 ceux ayant une encéphalite herpétique (6 042 ng/l; 4 372-10 137) par rapport aux
(215) encéphalites herpétiques HSV1, contrles (240 ng/l; 160-380) ou a ceux avec une autre infection du SNC
Etude sur le 12 méningites bactériennes, 13 Augmentation de P-Tau chez les patients MA (87 ng/l; 71-98) et chez ceux ayant une
LCS neuroborrélioses de Lyme, 21 encéphalite herpétique (87 ng/l; 71-113) par rapport aux contrdles (35 ng/l; 26-51) ou a
démences associées au VIH ceux avec une autre infection du systéme nerveux central
Olsson — Suéde | Echantillon : 141 sujets avec HSV1 | Prévalence d’IgG+ : 85.8% d’IgG+

- 2016

(183)

Etude sur des
échantillons de
cerveaux post-
mortem

sérologies HSV-1

Exposition : Sérologies
plasmatiques IgG et IgM anti-
HSV1

Outcome : dégénérescences
neurofibrillaires

- 39.0% des sujets 1gG+ avaient des dégénérescences neurofibrillaires vs 25.0% des
sujets 1gG- (p=0.352)

- Modele de régression logistique ajusté sur 1’age ORa=1.264 [0.281-5.681] p=0.760
Prévalence d’IgM+ : 2.5% d’IgM+

- Modele de régression logistique ajusté sur 1’age et le sexe : p=0.519

Taux d’IgG chez les IgG+ : Pas de corrélation entre taux d’IgG et dégénérescences
neurofibrillaires (corrélation de Pearson —0.039, p=0.734).
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1.3.2.2.2 Pourguoi HSV-1 entrainerait-t-il ’apparition de lésions Tau ?

Les mécanismes liant infection HSV et pathologie Tau semblent, pour le moment,

moins bien compris que ceux relatifs a la pathologie amyloide. Néanmoins, certaines

pistes d’explication existent reflétant la diversité des kinases potentiellement impliquées

dans la phosphorylation de Tau et activéees lors de diverses interactions existant entre 1’hote

et le virus :

Lors du transport intracellulaire du virus: Le virus HSV-1 utilise le réseau de
microtubules (dont Tau est un composant essentiel) pour se déplacer au sein de la cellule
et notamment pour atteindre son lieu de réplication, le noyau (279,280). Ses
déplacements entrainent des modifications au niveau des microtubules (276) et
impliquent plusieurs protéines virales (comme VP22 et UL21) présentant des propriétes
similaires a celles de Tau en termes de stabilisation et d’assemblage des microtubules
(253,267,269,281,282). Certaines de ces protéines nécessitent d’étre phosphorylées
comme, par exemple, la protéine VP22 qui est phosphorylée par une Caséine kinase 2
(283), également capable de phosphoryler la protéine Tau (253) et associée aux
dégénérescences neurofibrillaires (284).

Lors de la réplication virale : Certains auteurs suggérent que 1’accumulation de
protéines Tau hyperphosphorylées au niveau du noyau refléte des réentrées anormales
dans le cycle cellulaire (285,286). Ces réentrées pourraient étre induites par HSV-1 qui
est capable d’activer notamment la protéine kinase cdc2 impliquée dans la régulation du
cycle cellulaire (287,288), capable de phosphoryler la protéine tau (253) et associée aux
dégénérescences neurofibrillaires (289). Ceci pourrait ainsi expliquer les résultats
obtenus par Alvarez et al in vitro montrant une accumulation de protéines tau
hyperphosphorylées dans les régions nucléaires ou siege la réplication virale (268) ainsi
que les resultats de Wozniak et al montrant que 1’accumulation de phospho-tau est
dépendante de la réplication du virus (290).

Lors de la réponse immunitaire de I’héte : Moir et al (213) ont également proposé
que, a I’instar du peptide af}, la formation de filaments de protéines Tau ait aussi un role
de biofloculant. L’équipe de Kobayashi a également mis en évidence que certaines
séquences de la proteine Tau présentaient une activité antimicrobienne contre certaines
bactéries et levures (291). Powell et al (238) ont émis I’hypothése que phospho-tau serve
a signaler la présence d’une agression (virale ou non) et soit impliquée dans la défense

antivirale innée.



- Lors de la régulation de I’apoptose : HSV-1 est capable d’activer la protéine JNK,
kinase capable de phosphoryler la protéine Tau (253) et impliquée dans le phénomeéne
d’apoptose (277).

A noter également que des liens existent entre certaines des autres anomalies retrouvées dans
la MA et I’infection a HSV-1. Ces liens ne seront pas détaillés ici mais on peut néanmoins
citer le fait que le virus HSV-1 est capable d’induire une dysfonction mitochondriale (292)

et pourrait étre impliqué dans les anomalies associées au métabolisme lipidique (103,293).

1.3.3 Séqguence temporelle

1.3.3.1 Une infection par le virus HSV-1 t6t dans la vie

Comme nous I’avons vu précédemment, on estime que 1’infection par le virus HSV-1 a lieu
majoritairement dans I’enfance ou 1’adolescence. Pourrait-on ainsi faire I’hypothése que cette
infection précoce expliquerait la présence de protéines tau hyperphosphorylées au niveau
du locus coeruleus dés les premiéres décennies de vie comme cela a été mis en évidence chez
les sujets de moins de 30 ans (et méme dés 6 ans !) par Braak et al (60) ?

Cette hypothese impliquerait une invasion du systeme nerveux central (au moins a minima) par
le virus HSV-1 relativement t6t dans la vie - concomitamment a 1’apparition des premiéres
Iésions tau - et va a I’encontre des rares études ayant recherché la présence d’HSV-1 chez les
sujets jeunes. En effet, les résultats d’une étude anatomopathologique menée par Jamieson et al
(172) ne mettaient pas en évidence d’ADN HSV-1 au sein des cortex frontaux ou temporaux
chez des sujets de moins de 65 ans (n=9) et Wozniak et al (180) ne retrouvaient pas non plus
de synthése intrathécale d’anticorps anti-HSV chez les sujets jeunes (n=4). Pour autant, ces
études menées sur de faibles effectifs ne permettent pas d’éliminer formellement la présence du
virus dans le systeme nerveux central des plus jeunes, soit en moindre quantité limitant sa
détection soit dans des zones plus précocement atteintes par la maladie d’Alzheimer. En effet,
I’invasion du systéme nerveux pourrait rester relativement circonscrite tant que le systeme

immunitaire de 1’hote reste capable de contenir correctement ’infection. Des études chez un

90



plus grand nombre de sujets jeunes seraient bienvenues afin de clarifier ce point ; d’autant plus
que certaines études épidémiologiques semblent montrer un lien entre infection herpétique et

diminution des capacités cognitives y compris chez les plus jeunes (112,294,295).

1.3.3.2 Immunosénescence des lymphocytes T CD8+ et réactivations

Par la suite, avec 1I’age, surviennent des modifications des défenses immunitaires,
souvent regroupees sous le terme parfois trompeur® d’« immunosénescence » (297,298).
Ces modifications, retrouvées plus freqguemment chez les sujets atteints de MA que chez des
sujets controles d’age équivalent (299), touchent les différents acteurs de I’immunité a des
degrés variables et affectent plus particulierement les lymphocytes T CD8+ (300), acteurs
majeurs de la défense antivirale :

- Le nombre de LT CD8+ «naifs » dans le sang a tendance a diminuer tandis que le
nombre de LT CD8+ « mémoire » augmente. Ceci est une conséquence a la fois de
I’involution thymique et d’une adaptation du systéme immunitaire secondairement a
une exposition antigénique au cours de la vie. Les infections virales latentes —
particuliérement 1’infection par le CMV (301) — semblent participer largement a cette
exposition de par leurs réactivations fréquentes.

- Ces changements sont également associés a des altérations fonctionnelles des LT CD8+
qui influent notamment sur leur capacité a protéger 1’organisme face aux infections ainsi

que sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.

L’assouplissement du controle de I’infection herpétique pourrait ainsi entrainer la survenue de
réactivations plus fréquentes et/ou plus intenses. Chaque réactivation étant une opportunité
d’infecter de nouvelles cellules neuronales, ceci pourrait ainsi entrainer une accélération de la
propagation du virus (et donc des marqueurs tau et amyloide) au sein du systéme nerveux
central. Cette intensification pourrait-elle étre a I’origine du développement de la maladie & un

age avancé de la vie ?

16 En effet, on peut estimer que certaines de ces modifications relévent plus d’adaptations de systéme
immunitaire que d’anomalies liées a 1’age (sénéscence) (296).
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Pour autant, dans les faits, qu’en est-il d’une augmentation de la fréquence de réactivations
du virus HSV-1 avec I’age ? Certaines études, basées sur le recueil des symptdmes a type
d’herpés labial, décrivent une diminution des réactivations avec 1’age (116,302). A ’inverse,
Stowe et al, dans une étude de séroprévalence, évoque une augmentation des réactivations du
virus HSV avec 1’age, spécifiquement chez les sujets co-infectés par le CMV (129). A noter
qu’une augmentation de la fréquence de réactivations des virus CMV et EBV était également
mise en évidence avec I’avancée en age (128). Plusieurs pistes pourraient étre envisagées pour
expliquer ces discordances : un biais de mémorisation dans les études basees sur la déclaration
de symptomes ? Pourrait-on enfin envisager un «switch » en termes de localisations des
réactivations — périphériques d’abord puis plus fréquemment centrales secondairement a

I’invasion du systéme nerveux ?

1.3.33 RoOle duel du peptide amyloide et clairance par les cellules
microgliales

Une fois le virus HSV-1 présent dans le systéme nerveux central, nous avons vu

précédemment qu’il pourrait entrainer 1’accumulation des marqueurs physiopathologiques de
la maladie d’Alzheimer. Dans ’hypothése infectieuse, si le peptide af} est supposé avoir un
role bénéfique via son action antimicrobienne, sa toxicité n’est pas pour autant remise en
question. Ainsi, Kumar et al (214,247) ont proposé, qu’a l’instar d’autres peptides
antimicrobiens, ap posséde un role bénéfique a faible dose mais soit toxique en cas
d’accumulation (303,304).

Sa clairance, réalisée en grande partie par les cellules microgliales, aurait alors un role
majeur dans D’évolution de la maladie et notamment dans la survenue de lésions
symptomatiques (305-307). En effet, d’aprés les résultats d’une étude anatomopathologique,
c’est le niveau d’activation de la microglie qui permet de différencier les sujets symptomatiques
et asymptomatiques a niveau égal de pathologies tau et amyloide (308). De plus, comme les
autres composantes du systéme immunitaire, les cellules microgliales n’échappent pas a
I’apparition lente et progressive d’une immunosénescence (241,309). Ainsi, chez les sujets
atteints par la MA, des cellules microgliales « dystrophiques » (sénescentes) sont retrouvées au
niveau des zones presentant des dégenérescences neurofibrillaires. De plus, chez la souris, il

semble que, avec 1’age, la clairance d’ap diminue et que, en paralléle, le vieillissement des
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cellules microgliales soit associé a une augmentation de la sécrétion de cytokines (notamment
interleukine 6 (IL-6) et tumor necrosis factor o (TNF-a)) (310).

Parmi les études ayant étudié I’implication du virus HSV-1 dans la MA, deux éléments
semblent indirectement en faveur d’une association entre microglie et apparition de Iésions
symptomatiques. D’une part, Cheon et al (171), s’ils retrouvaient I’ADN d’HSV-1 chez les
sujets atteints comme chez les contrdles, notaient que les sujets MA différaient des contréles
par un taux d’IL-6 plus élevé. D’autre part, Wozniak et al (178), mettant en évidence la présence
d’HSV-1 au sein des plaques amyloides dans le cerveau a la fois des sujets atteints et des sujets
contrdles, notaient deux différences : i) la quantité de plaques était plus faible chez les sujets
contrdles et ii) chez les sujets contrdles, seul 24% de I’ADN viral était associé¢ aux plaques
contre 72% chez les sujets atteints de MA. Cette derniére observation pourrait-elle refléter
I’importance de la clairance des dépdts amyloides (et des toxiques qui y sont piégés) sur la

survenue de lésions symptomatiques ?

Néanmoins, les mécanismes moléculaires et cellulaires aboutissant a la perte neuronale ne
semblent pas encore entierement compris (311). Impliquent-il une action toxique directe des
pathologies tau ou amyloide ? Ou, dans le cadre de I’hypothése infectieuse, une action directe
du virus ? Une action délétere de la réaction immunitaire a leur encontre ? La survenue d’une
neuroinflammation pourrait-elle fragiliser I’équilibre existant entre la cellule hote et le virus et
entrainer soit I’apoptose de la cellule soit la sortie du virus HSV-1 de son état de latence et la
survenue d’une infection lytique ? A noter également que d’autres mécanismes sont suspectés
d’intervenir dans la mort neuronale. On peut notamment citer la survenue d’une dysfonction
mitochondriale (qui pourrait potentiellement étre médiée par I’infection a HSV-1 (292) comme
vu précédemment). Autant de questions restant a élucider pour permettre d’avoir une vision

fine de la physiopathologie de la maladie. ..
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1.3.4 Profil des patients et facteurs de risque

Parmi les maladies infectieuses, il n’est pas rare de rencontrer des pathologies pour
lesquelles une partie des sujets infectés ne développent pas de symptémes et sont ainsi
considérés comme « porteurs sains » (la tuberculose par exemple ou plus récemment
I’infection a SARS-Cov2) (312). Une situation comparable pourrait exister concernant
I’infection herpétique et ainsi expliquer que, malgré une séroprévalence avoisinant les 80%
dans la population agée, seule une partie des sujets infectés développent la maladie
d’Alzheimer. Cette susceptibilité pourrait étre liée a différents facteurs associes a la fois a
I’hote (qu’ils soient génétiques (313) ou environnementaux) et/ou au virus. Ces facteurs

pourraient également influer sur I’age de début des symptomes.

1.3.4.1 Facteurs de susceptibilité génétiques

Parmi les facteurs de risque de MA, nombre d’entre eux semblent pouvoir étre
impliqués soit directement dans le cycle cellulaire d’HSV-1 soit dans la réaction
immunitaire a son encontre (66,252,253,262,314-318). Ceux-ci sont en partie répertoriés sur
le site http://www.polygenicpathways.-co.uk/hsvgenes.htm. On peut notamment citer les genes
des formes familiales de MA (APP, PSEN1, PSEN2), APOE mais également des dizaines
d’autres comme CLU, CR1, PICALM, BIN1, CD33, MAPT...

Dans la suite de ce paragraphe, nous nous intéresserons particulierement au gene APOE

qui est I’'un des facteurs de risque génétiques majeurs de la MA.

Chez I’homme, I’alléele APOE4 semble étre un facteur de risque d’herpés labial. D’apres
Lin et al (319), la fréquence d’APOE4 chez 31 sujets souffrant d’herpés labial était de 31% vs
8% chez 31 sujets asymptomatiques (p<0.001). Itzhaki et al retrouvaient des résultats similaires
(177). Koelle et al (320) retrouvaient également un risque augmenté d’herpés labial chez les
sujets APOE4 (RR 4.62 [1.32-15.05] p=0.016) tandis que le génotype APOE n’était pas associé
ni a ’excrétion virale au niveau oral ou génital ni a la présence de Iésions symptomatiques au
niveau génital. Quant a elles, les études ayant évalué une potentielle association entre le

génotype APOE et la survenue et/ou la sévérité d’une encéphalite herpétique (321,322) ou
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d’une kératite herpétique (323,324) rapportent des résultats discordants. A noter que le
génotype APOE est également associé a la fréquence et/ou a la sévérité des lésions dans d’autres

infections comme 1’infection par le VIH, le VZV ou I’hépatite C (revue dans (325)).

L’existence d’une interaction entre APOE et HSV-1 pouvant influencer la survenue d’une

maladie d’Alzheimer a également été proposée par différents auteurs :

- Cette interaction a d’abord été suggérée dans le cadre d’études post-mortem ayant mis
en évidence une prévalence plus importante d’APOE4 chez les sujets MA seulement
s’ils étaient infectés par HSV-1 (55% versus moins de 10% chez les MA non infectés
ou chez les contrdles quel que soit leur statut HSV) (177,194,319,326). Ces premiers
résultats ont été trés discutés (327-331) notamment en raison du faible nombre de sujets
contrbles porteurs d’APOE4 et des résultats de Beffert et al (179) qui eux ne
retrouvaient pas de différence significative de fréquence d’APOE4 chez 73 sujets MA,
infectés ou non (37% vs 24%, p=0.19).

- Plus récemment, deux études épidémiologiques ont rapporté des résultats en faveur
d’une interaction : I’équipe de Lovheim a mis en évidence un risque augmenté de
maladie d’Alzheimer (332) et de déclin en mémoire épisodique (333) chez les sujets
infectés par HSV-1 et porteurs de I’allele APOE4. A I’inverse, Letenneur et al (109) ne
retrouvaient pas d’interaction significative entre le statut HSV et 1’allele APOE.

- Les études chez la souris semblent également conforter les résultats en faveur d’une
interaction : aprés inoculation du virus HSV-1, la charge virale intracérébrale était plus
importante chez les porteuses de I’allele APOE4 que chez les porteuses d’APOE3
(334,335).

Néanmoins, les mécanismes pouvant expliquer cette interaction sont encore mal compris
et plusieurs hypothéses ont été proposées (32,325,329) impliquant notamment un impact de
I’isoforme apoE soit sur 1’entrée du virus dans la cellule (293,336), soit sur le maintien du virus
a I’état de latence (337), soit sur la capacité d’apoE a participer a la réparation des dommages
tissulaires (338) ou soit sur la réponse immunitaire de 1’hote y compris via une possible
interaction avec af} (32,252).
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1.34.2 Facteurs liés a Pinfection

Plusieurs facteurs liés au virus HSV-1 (122,185) pourraient influer sur la survenue
ou non de la maladie d’Alzheimer : I’4ge et le site de primo-infection, la fréquence de
réactivations, la charge virale, la souche virale et ses capacités de neuroinvasion et/ou de
neurovirulence... Actuellement, ces facteurs n’ont pas été investigués chez I’homme dans le

cadre de I’hypothése infecticuse centrée sur HSV-1.

La combinaison de plusieurs pathogenes différents semble egalement étre un facteur
important & prendre en compte. Une origine « poly-microbienne » pourrait-elle expliquer la
diversité des formes cliniques de MA et/ou la cooccurrence de différentes pathologies
neurodégénératives chez un méme patient? Certaines infections pourraient-elles également

moduler I’effet d’un autre pathogene ?

Parmi les études ayant investigué I’'impact du nombre de coinfections par différents
pathogenes, Bu et al (339) ont mis en évidence qu’un nombre élevé de coinfections (parmi
lesquelles HSV-1, CMV, Borrelia Burgdorferi, Chlamydia pneumoniae et Helicobacter Pylori)
¢tait associé a la maladie d’Alzheimer, a un score cognitif plus faible au MMSE et a des taux
plus élevés de cytokines inflammatoires et d’aP plasmatiques. Une association était également
retrouvée lorsque virus et bactéries étaient étudiés séparément. Katan et al (340) retrouvaient
une association entre des performances cognitives moindres et le nombre élevé d’infections
(parmi HSV-1, HSV-2, CMV, Chlamydia pneumoniae et Helicobacter Pylori). Mais,
contrairement aux résultats de Bu, cette association n’était retrouvée que pour les virus et pas
pour les bactéries lorsque ceux-ci étaient étudiés séparément. Strandberg et al (341) ont
également mis en évidence que le nombre d’infections virales (HSV1, HSV2, CMV) était
associé a un score plus bas au MMS a I’inclusion et au déclin cognitif sur une seule année tandis
que le nombre d’infections bactériennes (Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae)
n’était pas associé a la cognition. A D’inverse, George et al (342) ne retrouvaient pas
d’association entre le fardeau infectieux (HSV-1, CMV, Chlamydia pneumoniae et
Helicobacter Pylori) et le déclin cognitif, ceci sur 20 ans de suivi.

Plus particuliérement, 1’action du CMV pourrait étre primordiale étant donné son réle potentiel

dans «I’épuisement » du systéeme immunitaire (129) entrainant une possible modulation de
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I’effet d’autres pathogenes. Ainsi, Lovheim et al ont par exemple mis en évidence une

interaction entre le CMV et HSV-1 concernant la survenue d’une maladie d’Alzheimer (343).

1.34.3 Autres facteurs environnementaux

On peut noter que plusieurs facteurs de risque (ou facteurs protecteurs) semblent

communs & la maladie d’Alzheimer et a I’infection par le virus HSV-1 :

Comme vu précédemment, le sexe féminin et un moindre niveau d’éducation sont a
la fois des facteurs de risque de MA et de réactivations du virus HSV-1.

Une implication du virus HSV-1 dans le développement de lésions d’athérosclérose et
des maladies cardio-vasculaires, facteur de risque de MA, a également été suggérée
(344-346).

Il pourrait également exister un lien entre le fait que les traumatismes craniens soient
un facteur de risque de MA et le fait que les lésions axonales soient un facteur de
réactivation du virus. La survenue d’un traumatisme cranien (et les potentielles 1ésions
axonales associées) pourrait-elle stimuler la réactivation du virus et la propagation de la
pathologie ? Néanmoins, ceci nécessite également de discuter la possibilité que les
réactivations virales d’HSV-1 ne soient pas I’élément déclencheur de la pathologie
mais uniquement un phénoméne secondaire aux premiéres lésions axonales
survenant dans la MA. Dans cette optique, I’infection a HSV-1 pourrait étre
uniquement un facteur aggravant une pathologie préexistante (et dont la cause resterait
a definir).

Certains facteurs nutritionnels associés a une diminution du risque de démence ont
également démontré une activité anti-herpétique notamment certains nutriments comme
les polyphénols, la vitamine D, le zinc, le cholestérol et certains aliments comme le thé,

le café ou certaines noix comme les amandes.
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1.3.5 HSV-1 et marqueurs clinigues ou radiologiques

Qu’en est-il finalement des études ayant évalué I’impact de I’infection herpétique sur la

survenue de deficits cognitifs et sur les atteintes radiologiques sous-jacentes ?

1.3.5.1 HSV-1 et atteintes radiologiques

A ce jour, & notre connaissance, aucune étude n’a évalué I’association entre infection

herpétique et présence d’atteintes radiologiques compatibles avec un diagnostic de

maladie d’Alzheimer en population générale agée, ceci qu’il s’agisse d’anomalies de la

substance grise ou de la substance blanche.

On peut néanmoins citer certaines études réalisées sur d’autres types de populations :

Uniquement chez des patients atteints de MA ou diagnostiqués comme ayant un MCI
amnésique, trois études du méme groupe (Tableau 10) ont évalué I’association entre statut
herpétique et volume de substance grise par des techniques de type VBM « VVoxel Based
Morphometry »" (347—349). Les auteurs ont ainsi mis en évidence une corrélation positive
entre le taux d’IgG anti-HSV et les volumes corticaux au niveau des p6les temporaux, du
cortex orbito-frontal et des gyri frontaux inférieurs et concluaient a un role protecteur d’un
taux ¢levé d’1gG anti-HSV chez les sujets MA. A noter que paradoxalement le taux d’IgG
était significativement plus élevé chez les sujets MA par rapport aux sujets controles. De
plus, chez les sujets MCI amnésiques, une corrélation positive entre volumes corticaux et
taux d’IgG n’était retrouvée que chez les sujets «converters » identifies comme
développant par la suite une maladie d’Alzheimer (VS Sujets «non converters »). A
I’inverse, une corrélation positive entre volume corticaux et index d’avidité HSV*® n’était
retrouvée que chez les sujets « non converters ».

Chez 5 patients ayant un antécédent d’encéphalite herpétique, la réalisation d’une

imagerie cérébrale plusieurs années apres 1’épisode (délai médian de 4 ans) n’a pas mis en

17 Ces techniques permettent de comparer entre les sujets le volume de substance grise voxel a voxel. Il est
possible d’étudier I’atrophie de la substance grise soit sur I’ensemble des régions cérébrales sans hypothése a
priori sur la région atteinte soit sur des régions d’intérét (ROI).

18 La mesure d’un index d’avidité semble avoir été développée en obstétrique pour distinguer une primo-

infection HSV d’une infection ancienne (350-354). Ceci semble reposer sur le fait qu’il existe une « maturation
» des anticorps quelques mois aprés la primo-infection (355). Pour certains auteurs, un index d’avidité important

serait le marqueur de multiples réactivations virales (349).
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évidence de différence concernant le volume ou 1’épaisseur de 1’hippocampe (hippocampe
controlatéral a I’infection initiale) par rapport & un groupe de 51 sujets contrdles appariés
sur I’age. Néanmoins, des anomalies de la substance blanche dans les faisceaux reliant le
lobe temporal médian aux autres régions cérébrales étaient retrouvées en analyse par DTI
(356).

Chez des patients schizophrénes, plusieurs études ont mis en évidence une association
entre I’infection herpétique et la présence d’atrophie corticale particulierement au niveau

des régions frontales et cingulaires (revue dans (357-359).
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Tableau 10 : Etudes ayant évalué I'association entre infection HSV et anomalies de la substance grise chez des sujets atteints de maladie d'Alzheimer

Suivi pendant 24 mois minimum a
permis de distinguer

- un groupe de 15 patients

« converters » qui ont développé
une MA

- et un groupe de 14 « non
converters »

HSV1 ou ii) index d’avidit¢ HSV1 et le
volume cortical a I’inclusion séparément
chez les « converters » et les « non-
converters »

Analyse 1 : uniquement sur les zones en
rapport avec MA comportant de fagon
bilatérale : cortex hippocampique et para-
hippocampique, cortex et pdle temporal,
insula, amygdale, planum polare (régions
contréles : gyri pré et post-central)
Analyse 2 : analyses exploratoires sur
cerveau entier

Ajustement sur 1’age, le sexe, le volume total
intracranien, le MMSE

Auteurs Echantillon d’étude Méthodes Résultats
Mancuso - 44 patients atteints de MA a un Analyse VBM - Régression linéaire pour Chez les sujets MA, il existe une corrélation positive entre taux
2014 ltalie | stade modérée (MMSE entre 18 et évaluer les corrélations entre taux d’IgG et d’IgG et volumes corticaux au niveau du pole temporal
(348) 23) et séropositifs a HSV1 volume cortical chez les MA puis chez les gauche, du cortex orbito-frontal droit et du gyrus frontal
- 22 sujets sains appariés sur I’dge | contréles. Pas d’ajustement inférieur droit/p6le temporal.
et le sexe et séropositifs a HSV1 Chez les sujets contrdles, pas de corrélation ? (Résultats non
fournis).
NB : Taux d’IgG + €levé chez les MA que chez les contrdles.
Mancuso - 44 patients atteints de MAau Analyse VBM - Régression linéaire pour Chez les sujets MA : Corrélation positive entre le taux d’IgG et
2014 Italie | stade modéré évaluer les corrélations entre taux d’IgG et le volume de substance grise au niveau du cortex orbito-
(349) - 23 patients diagnostiqués comme | volume de substance grise dans 4 régions frontal, des pbles temporaux et des gyri frontaux inférieurs. Pas
ayant un MCI amnésique d’intérét (définies a priori a partir des de corrélation au niveau des zones « controles ».
données du 1¢" article de Mancuso en 2014) : | Chez les sujets MCI amnésiques : pas de corrélation
cortex orbito-frontal, gyri frontaux inférieurs | NB : Taux d’IgG plus élevé chez les MA et chez les MCI que
D et G, pbles temporaux. Zone « contrle »: | chez les controles.
cortex préfrontal dorso-latéral.
Ajustement sur le volume intracranien
Agostini 29 patients diagnostiqués comme Analyse VBM — Régression linéaire pour Taux d’IgG anti-HSV1
2016 Italie | ayant un MCI amnésique évaluer les corrélations entre statut - Chez les « converters »
(347) herpétique a I’inclusion i) taux d’IgG anti- *Dans les zones associées a la MA : Corrélation positive avec

les volumes corticaux au niveau de 1’hippocampe gauche et de
I’amygdale.

*Sur cerveau entier : corrélation positive avec le volume
cortical du lobe temporal médian gauche et des cortex
occipitaux latéraux bilatéraux

- Chez les « non-converters » : pas de corrélation

Index d’avidité HSV1

- Chez les « converters » : pas de corrélation

- Chez les « non-converters » :

*Pas de correlation dans les zones associées a la MA

*En cerveau entier : corrélation positive avec volume cortical
au niveau de I’hippocampe gauche, de I’amygdale gauche,
gyrus fusiforme gauche, cortex occipital droit et cervelet




1.3.52 HSV-1 et déclin cognitif ou survenue d’une démence

Chez I’animal, De Chiara et al (205) ont mis en évidence qu’aprés inoculation du virus

HSV-1 a des souris, celles chez qui des réactivations multiples du virus avaient été provoquees

par stress thermique présentaient un déclin cognitif plus important (tiches de mémoire) par

rapport aux souris contréles non infectées ou aux souris infectées mais n’ayant pas subi de

réactivations multiples.

Chez I’homme, de nombreuses études de qualité variable ont évalué I’association entre le

statut herpétique et la survenue d’un déclin cognitif ou d’une démence. Parmi elles, on peut

compter :

Douze études transversales ou cas-témoins (Tableau 11) : Ces études étaient toutes de
taille petite (<100) ou modérée (<500) (a I’exception de 1’étude de Tarter comptant plus
de 2000 sujets), disposaient de sérologies spécifiques a HSV-1 (sauf pour Whalley et
Renvoize) et n’étaient ajustées sur aucun facteur de confusion (sauf pour Tarter, Bu et
Costa).

Huit études étaient réalisées au sein de cohortes (Tableau 12) : Ces études étaient la
plupart du temps réalisées sur des effectifs > a 500 participants (2 I’exception de deux
cas-témoins nichés réalises sur la cohorte BETULA) et, pour la moitié d’entre elles, sur
des sérologies spécifiques a HSV-1. Malgré les effectifs plus conséquents, seule I’étude
de George et al. était ajustée a la fois sur les comorbidités et les facteurs de risque
génétiques.

Une méta-analyse réalisée par Warren-Gash et al (360) regroupe les articles publiés
jusqu’en décembre 2017 et présente des résultats poolés selon i) la réalisation de
sérologies spécifiques a HSV-1 ou non et ii) le type d’études (cas-témoins ou cohorte).
Une méta-analyse plus récente réalisée par Wu et al. (361) regroupe les études ayant
évalué l’association entre la présence d’IgG anti-HSV et le risque de maladie
d’Alzheimer entre 1990 et février 2020, que celles-ci soient réalisées sur des données
ante-mortem ou sur des échantillons de cerveaux. La méta-analyse ne prenait par contre
pas en compte les etudes ayant étudié le déclin cognitif ou celles utilisant d’autres

marqueurs sérologiques comme le taux d’IgG anti-HSV ou la présence d’IgM anti-
HSV.



Concernant les études s’étant intéressées a ’association entre présence d’IgG anti-HSV

(ou anti-HSV1) et cognition :

- Parmi les 8 études cas-témoins ou transversales présentant ce type de données, la
majorité retrouvait une prévalence élevée d’IgG dans tous les groupes et ne mettaient
pas en évidence de différence significative entre les sujets atteints de maladie
d’Alzheimer ou de MCI et les sujets controles. Seules 2 études retrouvaient un risque
augmenté de declin cognitif chez les infectés (294,341).

o Anoter que, plus récemment, 1’étude d’ Agostini et al (362) s’est intéressée a un
marqueur plus précis en comparant les prévalences de 4 sous-classes d’IgG anti-
HSV1 chez des sujets MA, MCI et controles. S’ils n’ont pas retrouvé de
différences pour les sous-classes d’IgG1, 2 et 4, ils ont mis en évidence une
prévalence d’IgG3 plus élevée chez les MCI (89%) vs MA (75%) et témoins
(68%) (MCI vs MA p<.05 ; MCI vs témoins p=0.003). De plus, parmi 9 sujets
présentant de fortes concentrations d’IgG3 (3 MA, 3 MCl et 3 contrdles), ils ont
mis en évidence que la capacité de neutralisation du virus HSV-1 par les 1gG3
était altérée chez les sujets MA par rapport aux autres.

- Parmi les 7 études de cohorte présentant des résultats sur la présence d’IgG, quatre
études ne retrouvaient pas d’association avec 1’incidence de la MA tandis qu’un cas
témoin niche retrouve une prevalence d’HSV plus importante chez les MA. Deux études
ne retrouvaient pas d’association avec les scores cognitifs et deux retrouvaient de
moindres performances chez les sujets infectés.

- Selon la méta-analyse de Warren-Gash, concernant les études ayant réalisé des
sérologies spécifiques a HSV-1, il n’y avait pas d’association avec la cognition dans les
études de type cohorte ou dans celles de type cas-témoin. Concernant les études ayant
réalisé des sérologies HSV-1/2, il n’y avait pas d’association significative dans les
études de cohortes et une association juste significative dans deux études cas témoins
(OR poolé 2,53 [1,01-6,34]).

Selon la méta-analyse de Wau, le fait d’étre infecté par le virus HSV-1 était associé a un
risque augmenté de maladie d’Alzheimer (OR poole = 1,40 [1,13-1,75] pour les 21

études ante ou post-mortem considérées, OR poolé = 1,51 [1,10-2,06] dans le sous-
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groupe de 8 études avec une qualité jugée élevée, OR poolé =1,47 [1,16-1,87] dans le
sous-groupe de 12 études ante-mortem).

Concernant les études s’étant intéressées a I’association entre le taux d’IgG anti-HSV (ou

anti-HSV-1) et la cognition:

- Neuf études cas-témoins ou transversales (dont 5 faisaient partie du méme groupe et
utilisaient potentiellement les mémes données) ont retrouvé des résultats discordants :
2 études de faible taille ne retrouvant pas d’association, une étude retrouvant un taux
plus bas chez les MA et 5 études un taux plus elevé chez les MA par rapport aux
contrdles, les MCI ayant un taux intermédiaire.

- Parmi les 5 études de cohortes ayant étudié ce marqueur, 4 ne retrouvaient pas

d’association avec la MA et une ne retrouvait pas d’association avec le déclin cognitif.

Concernant les études s’étant intéressées a I’association entre la présence d’IgM anti-
HSV (ou anti-HSV-1) et la cognition:

- Aucune étude cas-témoin ou transversale n’a étudié ce marqueur.

- Parmi les 4 études de cohorte ayant étudié ce marqueur, les résultats sont également
discordants. Deux études ont retrouvé un risque augmenté de MA chez les sujets IgM+,
suspectés d’avoir un risque augmenté de réactivations, et deux études cas-témoins
nichés ne retrouvaient soit pas d’association soit un risque diminué de déclin cognitif
chez les sujets IgM+.

- Selon les résultats de la méta-analyse de Warren-Gash, le risque de démence était
augmenté en cas de présence d’IgM (OR poolé=1.73 [1.12-2.68]). Cette méta-analyse
ne prenait néanmoins pas en compte les résultats négatifs publiés plus récemment et

concluait a une possible association mais avec un faible niveau de preuve.

Au total, il semble que, du fait notamment d’une grande hétérogénéité méthodologique,
les études réalisées chez I’homme ne permettent pas de conclure pour P’instant a

P’existence ou non d’une association entre infection a HSV-1 et maladie d’Alzheimer.
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Tableau 11 : Etudes transversales ou cas-témoins ayant évalué !’association entre infection HSV et déclin cognitif ou démence chez I'homme

Transversale

64 sujets controles

Auteurs Echantillon Association(s) testée(s)
Whalley 1980 (363) | 14 sujets avec une « démence | Taux d’IgG anti-HSV: Pas de différence significative entre les sujets MA et les controles
Royaume-Uni présénile de type Alzheimer »

Renvoize 1987 (364)
Royaume-Uni
Transversale

33 sujets MA (diagnostic
clinique)

28 sujets controles souffrant de
troubles psychiatriques

Taux d’IgG anti-HSV : Pas de différence significative entre MA et les contrdles

Ounanian 1990 (365)
France - Transversale

19 sujets MA

21 sujets sains appariés sur
I’age

30 sujets sains jeunes

Prévalence d’IgG+ anti-HSV1: 84,0% chez les MA et 90.5% chez les contrbles
Taux d’IgG+ anti-HSV1: taux significativement plus bas chez les MA que chez les contrdles

Strandberg 2003
(341)

Finlande -
Transversale

58 sujets avec un déclin
cognitif
325 sujets sans déclin cognitif

Prévalence d’IgG+ anti-HSV1 : 100% chez les sujets avec un déclin cognitif vs 85,8% chez les contréles
(p=0,002)

Kobayashi 2013
(366)
Japon - Transversale

85 sujets MA

34 sujets MCI amnésiques

28 sujets sains et 13 sujets
avec des troubles de I’humeur

Prévalence d’IgG+ anti-HSV1 : 77,6% d’IgG+ chez les MA, 85,3% chez aMClI et 60,7% chez les
controles (p=0,07)

Taux d’IgG anti-HSV1 : Taux plus élevé chez les MCI que chez les contr6les sains (p<0,05) — pas de
différence significative entre les autres groupes

Index d’avidité HSV1 : Index plus élevé chez les aMCI que chez les contrdles sains ou les MA (p<0,05).
Pas de corrélation entre index d’avidité et score a la FAB (r=0,09 p=0,45) ou au MMSE (r=0,18 p=0,08)
mais corrélation avec ’orientation dans le temps (r=0,26 p<0,05) et la réalisation de I’ordre en 3 étapes
(r=0,25 p<0,05)

Mancuso 2014 (348)
Italie - Cas témoin

83 sujets MA a un stade
modéré

51 sujets sains appariés sur age
et sexe

Prévalence d’IgG+ anti-HSV1 : Prévalence similaire (97,6% chez MA et 98,0% chez les controles)
Taux d’IgG+ anti-HSV1 : en continu plus élevé chez MA (p=0,06), plus de sujets dans le 4°™ quartile
chez MA que chez contréle (31% vs 14% - p=0,03)

Mancuso 2014 (349)
Italie - Transversale

83 sujets MA au stade modéré
68 MCI amnésiques
74 témoins

Prévalence d’IgG anti-HSV1 : 97,6 % chez MA, 95,6% chez MCI et 98,6% chez témoins (NS)
Taux d’IgG anti-HSV1: plus élevé chez MA vs controle (P=0,0049) et chez MCI vs contr6le (p=0,025)
Index d’avidité HSV1 : pas d’association significative

Tarter 2014 (294)
USA - Transversale

2394 sujets agés de plus de 60
ans

Prévalence d’IgG+ anti-HSV1:
Modgéle de régression logistique ajusté sur I’age, le sexe, 1’ethnicité, le niveau d’éducation et pays d’origine




Association avec altération au rappel immédiat du MMSE (ORa 3,26 [1,68-6,32])
Pas d’association avec altération au rappel différé ou a la série de soustractions du MMSE

Bu 2015 (339)
Chine Cas-témoins

128 sujets MA et 135 contrbles
sains

Prévalence des 1gG anti-HSV1 : 78,5% chez les controles vs 85,2% chez les MA (p=0,166)
Régression logistique ajustée sur 1’age, le sexe, ’éducation, APOE, I’hypercholestérolémie, hypertension,
maladie coronarienne, diabéte OR 1,37 [0,69-2,74] p=0,37

Agostini 2016 (347)
Italie Cas-témoin

Sujets MCI amnésiques suivis
au moins 24 mois — diagnostic
clinique de maladie
d’Alzheimer et création de
deux groupes a posteriori

- 21 MCI « converters »

- 15 MCI « non-converters

Taux d’IgG anti-HSV1:

- Taux plus haut chez les MCI non-converters vs converters mais non significatif

- Avec les résultats de Mancuso : Pas de différence entre MCI converters, non converters ou MA mais
taux plus bas chez témoins sains (p<0,0001)

Index d’avidité HSV1

- Index d’avidité plus haut chez les MCI non-converters vs converters a I’inclusion (p = 0,0018)

- Avec les résultats de Mancuso : Index d’avidité plus haut chez les aMCI non-converters par rapport aux
MA et aux contrbles (p < 0,005 dans les deux cas)

Costa 2017 (316)
Italie - Cas-témoin

79 sujets MA IgG +
57 sujets MCI IgG+
81 sujets controles sains IgG+

Taux d’IgG anti-HSV1 : Taux plus élevé chez les MA par rapport aux contréles (p=0,037), les MCI
avaient un taux intermédiaire (pas de différence significative par rapport aux MA ou aux contrdles)
Régression logistique ajustée sur I’age, le sexe et I’APOE4 : taux plus élevé chez les MA par rapport aux
contréles (OR=1,22 [1,04-1,43] p=0,016), pas d’association entre MCI et contréle ou MCI et MA.

Agostini 2018 (362)
Italie - Transversale

67 MA a un stade modéré

58 MCI

61 contrbles sains appariés sur
I’age et le sexe

Prévalence d’IgG anti-HSV1 : 95% chez MA, 95% chez MCI et 93% chez contrdles

Prévalence des sous-classes d’IgG anti-HSV1 chez les 1gG+ :

- Pas de différence de prévalence des IgG1 2 et 4 entre MA MCI et témoins

- Prévalence des IgG3 plus élevée chez les MCI (89%) vs MA (75% p< 0,05) et chez les MCI vs témoins
(68% - p=0,003)

Taux des différentes sous-classes d’IgG anti-HSV1 chez les 1gG+ : Pas de différence de taux

Capacité de neutralisation d’HSV1 chez 9 sujets avec des hautes concentrations d’IgG3 (3AD, 3 MCI,

3 témoins) et 9 sujets avec des basses concentrations d’IgG3 (3 MA, 3 MCI, 3 témoins)

- Chez les 9 sujets avec de faibles concentrations d’IgG3 : faible capacité de neutralisation

- Chez les sujets avec de fortes concentrations d’IgG3 : forte capacité de neutralisation chez les sujets
MCI ou témoins mais pas chez MA — interprétation: chez les MA, la capacité de neutralisation de 1gG3
est altérée

NB : Certaines études pour lesquelles les textes intégraux n’étaient pas récupérables ou pour lesquelles il n’y avait pas suffisamment d’informations n’ont pas
été incluses dans ce tableau (191,367,368).
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Tableau 12 : Etudes de cohorte ayant évalué I'association entre infection HSV et déclin cognitif ou démence chez I'homme

Sérologie a 1 an
de suivi

Outcome : 99 sujets ont développé une démence
dont 77 MA sur un suivi moyen de 8,2 ans (4,4)

Auteurs Echantillon Association(s) testée(s)
Aiello 2006 Echantillon : 1204 sujets avec au moins 2 suivis Présence d’IgG+ anti-HSV-1 : 98% des sujets positifs
(369) successifs apres 1’inclusion Taux d’IgG+ anti-HSV1-1 : Modéle mixte évaluant I’association entre déclin cognitif sur 4
- Age moyen a I’inclusion : 70,3 + 6,8 (min 60) ans et taux d’IgG a I’inclusion (soit en continu soit en quartiles) aprés ajustement sur age,
USA - ApoE4 : 5,7% sexe, éducation, revenus et nombre de pathologies a I’inclusion
Cohorte Outcome : Evaluation a I’inclusion puis =>»Pas d’association retrouvée
SALSA annuellement pendant 4 ans du 3MSE (MMSE
Suivi sur 4 ans | modifié) et du DEL-REC (liste de mots a
(inclusion mémoriser avec rappel différé)
1998/1999) Score a I’inclusion: 3MSE 85,7 + 13,0 - DEL-REC
8,6 £ 3,1. Score a4 ans : 3MSE 87,1 £15,5 - DEL-
REC 8,7 + 3,1.Peut-on vraiment parler d’un déclin
cognitif étant donné les valeurs rapportées?
Letenneur 2008 | Echantillon : 512 sujets initialement sains Présence d’lgG+ anti-HSV : 82,8% d’IgG+
(109) - Age moyen a I’inclusion : 72,8 +/-5,8 chez les - Modeéle de Cox évaluant 1’association avec I’incidence de la maladie d’ Alzheimer sur 14
sujets ne développant pas une démence, 75,8 +/-6,0 apres ajustement sur 1I’age, sexe, niveau d’éducation, apoE4 et MMSE a I’inclusion
France chez les MA incidentes, 74,4 +/-5,7 chez les autres o lgG+ : Hazard Ratio ajusté (HRa) = 1,67 [0,75-3,73]
Cohorte démences incidentes o Pas d’interaction avec ApoE4 (p=0,94)
PAQUID - % d’ApoE4 : 20,7 chez les non-déments, 29,3% - Modele linéaire mixte évaluant 1’association entre taux annuel d’évolution au MMSE
Suivi sur 14 ans | chez les MA incidents, 31,8% chez les autres apres ajustement sur 1’age, sexe, niveau d’éducation, apoE4, temps depuis I’inclusion et
(Inclusion en démences incidentes interaction avec le temps
1989) o Statut IgG était marginalement associé avec le score a I’inclusion (b = 0,14, p=

0,056) — en faveur de plus d’erreurs a I’inclusion chez les sujets séropositifs et il
existait augmentation négligeable et non significative du nombre d’erreurs dans
le temps

Taux d’IgG anti-HSV chez les 1gG+:

Parmi les IgG+, pas de différence significative de taux d’IgG entre les non-déments et les

déments (moyennes: 141 (57,3) et 151 (58,0) - médianes : 143 et 151 1U/ml)

Présence d’lgM+ anti-HSV: 8,4% de sujets IgM+
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- Modéle de Cox : idem avec statut IgM
o HRa=255[1,38-4,72]
o Pas d’interaction avec ApoE4 (p=0,49) mais seulement 12 sujets IgM+ APOE4+
- Modéle linéaire mixte : idem avec statut IgM
o Sujets [gM+ ont tendance a faire moins d’erreurs que les IgM- a I’inclusion(b=-
0,069, p = 0,50) mais il y a une augmentation significative du nombre d’erreurs
dans le temps

Lévheim 2015
(370)

Suede
Cohorte
BETULA -
plusieurs
vagues
d’inclusion
entre 1988 et
2005

Suivi jusqu’en
2010

Echantillon : 3432 participants avec au moins un
échantillon de sérum et 1231 avec au moins 2
échantillons

Sujets non déments a 1’inclusion

Age d’inclusion et fréquence du suivi variables
selon les vagues d’inclusion (certains sujets jeunes)
Echantillons de sérum pouvant étre recueillis a
différents temps. 28,3 % de porteurs d’ ApoE4
Outcome :

- Temps moyen de suivi : 11,3 +/- 5,7 ans

- 430 sujets (12,5%) ont développé une démence
dont 245 MA (7,1%)

Présence d’1gG + anti-HSV: 88,2% de sujets 1gG+

- Modéle de Cox évaluant le risque de développer une MA apreés ajustement sur 1I’age et le
sexe : HR=0,993 [0,574-1,716], p=0,979

Taux d’IgG anti-HSV quel que soit le statut 1gG

- Modéle de Cox ajusté sur I’age et le sexe : HR=1,000 [0,996-1,004] p=0,934

Présence d’lgM+ anti-HSV quel que soit le statut 1gG : 2,9% de sujets IgM+

- Modéle de Cox ajusté sur I’age et le sexe =»: HR=1,693 [1,003-2,858] P=0,049

Changement de taux d’IgG anti-HSV entre deux prélévements

- Délai moyen entre les 2 prélévements 6,3 +/- 3,7 ans — médiane 5 ans avec tendance a
I’¢lévation du taux d’IgG entre deux échantillons.

- Multivarié ajusté sur I’age : HR=1,001 [0,991-1,010], P=0,870

Ldvheim 2015
(371)

Suéde
Cohorte ?
Cas témoin
niché

Echantillon

360 cas MA (diagnostic clinique + paraclinique)
360 témoins sains appariés sur 1’age, le sexe, la
cohorte d’origine et la date de prélevement.

Temps moyen entre préléevement et MA = 9,6 +/-
4.1 ans

Présence d’IgG+ anti-HSV Régression logistique conditionnelle non ajustée

- Dans tout I’échantillon : 93,9% chez MA et 90,0% chez témoins -OR=1,64 [0,96-2,78] -
p=0,069

- Chez les > 60 ans (228 paires): 95,6% chez MA et 89,9% chez témoins OR=2,30 [1,10-
4,83] — p=0,028

- Si délai entre prélévement et diagnostic > 6,6 ans (270 paires) : 95,6% chez MA vs 90%
chez témoins OR=2,25 [1,14-4,44] p=0,019

Taux d’IgG anti-HSV : 95,7 +/- 32,3 chez les MA vs 91,8+/-37,3 chez les controles

- OR1,00[0,999-1,01], p=0,143

Présence d’IgM+ anti-HSV: 7,5% chez MA versus 5,6% chez controles

- OR 1,37 [0,76-2,47] - p=0,299
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Barnes 2015
(372)

Echantillon
894 sujets agés de plus de 65 ans non déments au
moment du prélévement sanguin et ayant au moins

Présence d’1gG+ anti-HSV1 : 43,6% !
- Modele de Cox ajusté sur I’age, le sexe, le niveau d’éducation, la race : pas d’association
avec I’incidence de la MA (HRa 0,84 [0,62-1,16] p =0,29),

USA 2 évaluations cognitives - Modéle mixte ajusté sur 1’age, le sexe, le niveau d’éducation et la race : pas
Cohortes MAP, d’association avec le déclin cognitif.
ROS, MARS Outcome

Temps moyen de suivi 5 ans.

93 cas incidents de MA.

Déclin cognitif évalué a 1’aide d’une batterie de

tests.
Torniainen- Echantillon : Présence d’IgG+ anti-HSV-1
Holm 2018 5783 sujets de plus de 30 ans avec un sous- - Modele de Cox ajusté sur 1’age, le sexe, le statut marital, le niveau d’éducation,
(112) échantillon de sujets de plus de 55 ans (n=?) I’urbanicité, la région de résidence et la langue native

Outcome : Démences incidentes uniquement chez | Pas d’association avec I’incidence de la démence (HR=0,77 [0,58-1,04]) ou la MA (HR
Finlande les plus de 55 ans recherchées dans différents =0,76 [0,51-1,14])
Cohorte Finnish | registres contenant les informations sur les Taux d’IgG+ anti-HSV-1 (en continu)
Health 2000 hospitalisations, les consultations externes - Modéle de Cox : idem
Study spécialisées, les causes de déces et les Pas d’association avec 1’incidence de la démence (HR=0,99 [0,93-1,05]) ou de MA
Suivi 11 ans remboursements de soins => 494 démences (HR=0,98 [0,89-1,07])

Inclusion 2000-
2001

incidentes

Ldvheim 2019
(333)

Suede
Cohorte
BETULA
Plusieurs
vagues
d’inclusion

Echantillon :

- Analyse transversale : données a I’inclusion
pour 3413 sujets, age moyen : 61,6 + 14,4 ans
(min 35), 734 APOE4+ et 1842 APOE4-

- Analyse longitudinale (suivi moyen de 11,6
ans) : 136 paires de sujets 1gG+ /1gG- et de 43
paires de sujets IgM+/IgM- appariés sur 1’age,
le sexe et le niveau d’éducation

Analyses transversales - Régression linéaire ajustée sur 1’age et le sexe pour IgG, 1’4ge et

I’age au carré pour taux d’IgG et non ajusté pour [gM

- Présence d’IgG anti-HSV : 88,1% d’IgG+, interaction significative avec 1’age
(p=0,003) indiquant un score composite plus bas avec 1’dge chez les sujets 1gG+,
également chez les APOE4+ (p=0,008) mais pas chez les APEO4-

- Présence d’IgM anti-HSV chez les IgG+ : 3,3% d’IgM+, pas d’association chez
I’ensemble de I’échantillon ou selon statut APOE4

- Taux d’IgG chez les IgG+ : Pas d’association chez I’ensemble de 1’échantillon ou selon
statut APOE4
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entre 1988 et
2015

Suivi

jusqu’en 20157?

Sérologies
pouvant étre
réalisées a
différents temps

Outcome : Déclin en mémoire épisodique (score
composite sur 76 points créé a partir de 5 taches de
rappels libre ou différé) avec des évaluations tous
les 5 ans.

Pour les analyses longitudinales, les sujets étaient
considérés comme déclineurs (n=146) ou non selon
si la variation du score composite était inférieure a
une déviation standard d’un modéle de prédiction
prenant en compte I’age et le score composite a
I’inclusion

Analyses longitudinales — T tests appariés

Présence d’IgG anti-HSV :

Chez tous : pas de différence de % de déclineurs (10,2% vs 12,5% p=0,454), quel que
soit le statut APOE4

Chez les >= 65 ans, proportion plus importante de déclineurs chez les IgG+ (9,8% vs 0%
p<0,001) y compris chez les APOE4+ (23,5% vs 0% p<0,004) et les APOE4- (7,4% vs
0% p<0,001).

Présence d’IgM anti-HSV chez les 1gG+ :

Moins de déclineurs chez les IgM+ (4,8% vs 11,1%, p = 0,026) y compris chez les >=
65 ans (4,3% versus 10,8%, p = 0,138)

Chez APOEA4+ : pas de différence (7,7% versus 20,7%, p = 0,150) y compris chez >=65
ans (12,5% versus 22,5%, p = 0,477)

Chez APOE4- : moins de déclineurs chez IgM+ (3,3% versus 10,9%,p = 0,035) y
compris chez >= 65 ans (0,0% versus 10,1%, p < 0,001)

George 2019
(342)

USA

Cohorte ARIC
Suivi sur 24 ans
Inclusion 1987-
89

Echantillon : 426 participants agés de 45 a 64 ans
a I’inclusion

Outcome : Déclin cognitif (Z-score pour chaque
test et Z-score global) avec les tests cognitif s
suivants: Delayed Word Recall test, Digit Symbol
Substitution test, and Word Fluency test a 3, 9 et 14
ans de suivi (mais pas a I’inclusion)

Présence d’IgG anti-HSV1- Régression linéaire ajustée sur age, sexe, race, APOE4,
revenus et éducation, IMC, tabagisme, consommation d’alcool, hypertension, diabéte,
dyslipidémie, maladie coronarienne

Score cognitif a I’inclusion : pas de différence significative
Déclin cognitif sur 20 ans : pas de différence significative
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Points clés sur implication du virus HSV-1 dans la maladie d’Alzheimer

- L’ ADN du virus HSV-1 est retrouve dans les cerveaux de personnes agées, préférentiellement
dans les zones atteintes par la MA. Le fait que I’ADN viral soit retrouvé aussi bien chez les
sujets sains que chez les sujets atteints de MA semble indiquer que I’infection du systéme
nerveux central a elle seule n’est pas suffisante pour développer des lésions symptomatiques.
De plus, la proportion de sujets présentant de I’ADN viral au niveau du cerveau varie largement
entre les études. Les études retrouvant de faibles proportions, bien que potentiellement
expliquées par des problemes méthodologiques, posent question quant a la plausibilité de

I’hypothése infectieuse liée a HSV-1.

Plus récemment, une étude réalisée sans hypothése a priori et utilisant des données « omiques »
a mis en évidence des résultats en faveur d’un lien entre infections herpétiques (HSV-1, HHV-
6 et HHV-7) et MA. La mise en évidence d’une synthése intrathécale d’anticorps anti-HSV
chez les sujets MA semble également attester de la présence d’HSV-1 au niveau du systéme

nerveux central et de la capacité d’HSV-1 a s’y réactiver.

- Le virus HSV-1 est un virus neurotrope capable de se déplacer de cellules en cellules et ayant,
notamment dans le cadre de la méningo-encéphalite herpétique, un tropisme particulier pour
les régions temporales. Sa propagation de fagon trans-synaptique et via deux portes d’entrée
possibles (le ganglion trigéminé et/ou la voie olfactive) pourrait potentiellement expliquer la
topographie des Iésions Tau dans la forme typique de la MA. A ma connaissance, I’hypothése
infecticuse ne fournit a ce jour pas d’explication quant a la topographie de la pathologie
amyloide. Néanmoins, la non-superposition de ces deux pathologies pourrait potentiellement
étre expliquée par I'implication de plusieurs toxiques (infectieux ou non) induisant une

accumulation de dép6ts amyloides dans différentes régions cérébrales.

- L’hypothése infectieuse suppose que, a I’inverse des infections aigues retrouvées dans le cadre
des méningo-encéphalites, il existe des infections « a petit feu » du systéme nerveux central par
le virus HSV-1 et entrainant 1’apparition de marqueurs anatomopathologiques différents de
ceux rencontres dans les infections aigues. Certains cas cliniques d’infections modérées

semblent en faveur de cette hypothese.

- D’apres les résultats d’études in vitro, chez I’animal et chez ’homme, il semble que les
différents marqueurs de la maladie d’Alzheimer (pathologie amyloide, pathologie tau,
neuroinflammation, dysfonction mitochondriale, anomalie de 1’autophagie, réentrées en cycle

cellulaire...) puissent étre le reflet du cycle cellulaire d’HSV-1 ou de la réaction immunitaire a




son encontre. A noter néanmoins que cette capacité ne semble pas spécifique a HSV-1 et est
partagée ¢galement par d’autres pathogénes (tout du moins pour les pathologies amyloide et

tau).

- L’accumulation de dépdts amyloides pourrait étre le reflet de la défense immunitaire de 1’hote
sachant que plusieurs études ont mis en évidence que le peptide ap posséde un réle
antimicrobien. La présence au sein des plaques amyloides d’ADN viral (et de nombreuses
molécules en rapport avec le virus) semble refléter la « capture » des pathogénes par les
peptides amyloides afin de les présenter aux cellules immunitaires. Enfin, ceci pourrait
expliquer en partie I’échec de la plupart des essais testant des thérapies anti-amyloide ainsi que
la prévalence augmentée d’infections virales dans deux d’entre eux. Plusieurs hypothéses ont
été faites quant au mécanisme expliquant 1’induction de la pathologie Tau par le virus et

nécessitent d’étre plus investiguées.

- L’infection précoce par le virus HSV-1 pourrait potentiellement expliquer 1’existence de
protéines Tau hyperphosphorylées au niveau du locus coeruleus avant 30 ans. On peut
également faire 1’hypothése que deux mécanismes vont ensuite étre a l’origine d’une
intensification de la pathologie avec 1’age et de la survenue de lésions symptomatiques : 1)
I’immunosénescence des lymphocytes T CD8+ entrainant potentiellement des réactivations
plus fréquentes et/ou plus intenses du virus et 2) ’immunosénescence des cellules microgliales
empéchant la clairance des plaques amyloides et favorisant un état inflammatoire

potentiellement délétére pour la survie des neurones.

- Etant donné la séroprévalence élevée de I’infection HSV-1, I’existence de facteurs de
susceptibilité génétiques et/ou environnementaux est nécessaire pour expliquer que certains
sujets restent « porteurs sains » tandis que d’autres développeraient des 1ésions neuronales en
rapport avec D’infection. Plusieurs facteurs de risque génétiques de la MA semblent
potentiellement impliqués dans le cycle cellulaire d’HSV-1 ou dans la réaction immunitaire a
son encontre. En particulier, le génotype APOE4 est un facteur de risque d’infections et
notamment d’herpes labial. Plusieurs résultats anatomopathologiques, chez 1’animal et chez
I’homme suggerent que le génotype APOE module I’impact de I’infection HSV-1 sur le
systéme nerveux central. Plusieurs mécanismes explicatifs ont été proposés et restent a explorer.
Les facteurs de susceptibilité liés au virus lui-méme n’ont pas été étudiés pour 1’instant. Des
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facteurs environnementaux pourraient également intervenir : i) plusieurs facteurs de risque de
MA sont également des facteurs de risque de réactivations virales, ii) la consommation de
certains aliments/nutriments anti-herpétiques semble protectrice quant a la survenue d’une MA,
iii) P’existence de co-infections pourrait avoir un impact majeur sur le développement des

Iésions notamment en influant sur les défenses immunitaires de I’hote (ex : CMV).

- Enfin, aucune étude n’a étudié a ce jour I’association entre infection HSV-1 et présence
d’anomalies radiologiques en population dgée (mais 3 études ont été réalisées chez des sujets
MA ou MCI). De plus, bien que nombreuses, les études épidémiologiques ayant évalué une
potentielle association entre le virus HSV-1 et la cognition sont de qualité variable et ne
permettent pas actuellement de confirmer ou non cette hypothése. A noter par ailleurs qu’une
étude a mis en évidence I’apparition d’un déclin cognitif chez des souris soumises a de

fréquentes réactivations du virus HSV-1 mais ce type d’étude n’a pas été répliqué a ce jour.
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1.4 Objectifs de la thése

Les objectifs spécifiques de cette these sont :

- Drévaluer, au sein de la cohorte des Trois Cités et de la cohorte AMI, I'association entre
I’infection par le virus HSV-1 et i) le risque de survenue d’une maladie d’Alzheimer ou ii)
la présence d'atteintes de la substance grise et/ou de la substance blanche a I’IRM cérébrale.

- D’évaluer, au sein de 1’essai MAPT, 1’association entre 1’infection par le virus HSV-1 et la
présence de dép6ts amyloides intracérebraux (estimés par TEP amyloide).

- D’évaluer l'association potentiellement protectrice de la prise de médicaments anti-
herpétiques sur la survenue d’une démence grace aux données de 1I’Echantillon Généraliste

des Bénéficiaires.

L'objectif final est d'évaluer si la prévention et/ou le traitement des réactivations herpétiques

pourraient étre une cible potentielle pour la prévention de la maladie d’Alzheimer.



2. Méthodologie

2.1 Données utilisées

2.1.1 Cohorte des Trois Cités et cohorte AMI

2.1.1.1 Design et participants inclus dans les cohortes

La cohorte des Trois cités (3C) est une cohorte prospective dont 1I’objectif initial était
d’évaluer le risque de démence attribuable aux facteurs de risque vasculaires en population agee
(373). Le recrutement a été réalisé entre 1999 et 2001. Les participants éligibles ont été
identifiés a partir des listes électorales sur les criteres suivants : 1) vivre dans les villes de
Bordeaux, Dijon et Montpellier ou aux alentours, 2) étre 4gé de 65 ans ou plus et 3) ne pas étre
institutionnalisé a la date du recrutement. Aprés tirage au sort, 9294 sujets ont accepté de
participer (taux de participation 37%) dont 2104 sujets a Bordeaux, 2259 a Montpellier et 4931

a Dijon.

La cohorte AMI (Aging Multidisciplinary Investigation study) (374) est également une
cohorte prospective dont I’objectif initial était d’étudier la santé et le vieillissement de la
population &gée vivant dans les zones rurales de la Gironde. Le recrutement s’est déroulé dans
les années 2007-2009. Les participants éligibles ont été identifiés a partir de la base de données
de remboursement de la Mutualité Sociale Agricole (MSA) selon les critéres suivants : 1) vivre
en zone rurale (selon les critéres de I’'INSEE) dans le département de la Gironde, 2) étre 4gé de
65 ans et plus, 3) étre retraité apres avoir travaillé dans I’agriculture au moins 20 ans (1/3 de
propriétaires et 2/3 de travailleurs) et 4) étre affilié a la MSA. Apreés tirage au sort, 1935 sujets

éligibles ont été invités a participer et 1002 ont accepté (52%).

2.1.1.2 Recueil de données

Les participants de ces études ont ensuite été suivis régulierement a domicile (ou, a défaut,

dans quelques cas via des entretiens téléphoniques) (Figure 21):
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- Pour la cohorte des Trois Cités : le suivi a eu lieu a 2, 4, 7, 10, 12, 14/15 (uniquement a
Bordeaux et Montpellier) et 17 ans (uniquement a Bordeaux) aprés I’inclusion.
- Pour la cohorte AMI : le suivi aeu lieu a 2, 4, 7 et 10 ans (en cours) apres 1’inclusion.
Dans le cadre cette thése, seules les données de la sous-cohorte bordelaise de 3C ont été
analysées en raison de I’indisponibilité¢ des sérologies herpétiques dans ’ensemble de la

cohorte®.

Ce suivi a permis le recueil de nombreuses données :

- Des données sociodémographiques, cliniques et concernant les habitudes de vie des
participants étaient recueillies a chaque suivi.

- Des données biologiques étaient disponibles pour une partie des participants a I’inclusion,
a4 ans et a 10 ans dans la cohorte 3C ainsi qu’a I’inclusion dans la cohorte AMI.

- Des données d’IRM cérébrale étaient disponibles pour une partie des participants a
I’inclusion, a 4 et a 10 ans dans la cohorte 3C Bordeaux et approximativement a 2 et 4 ans

dans la cohorte AMI.

Nous décrirons plus précisément les données utilisées dans cette thése dans les paragraphes

suivants.

19 Dans 3C, des sérologies herpétiques avaient initialement été réalisées sur les participants des 3 centres inclus
dans un cas-cohorte niché. Néanmoins, en raison de I’utilisation de kits de sérologie différents, il n'était pas
possible de combiner ces données avec celles de sérologies supplémentaires réalisées chez les participants
bordelais.
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Figure 21 : Suivi dans le cadre des cohortes des Trois Cités et AMI

2.1.1.2.1 Données concernant I’infection 8 HSV

Dans les deux cohortes, des informations concernant I’existence d’une symptomatologie
herpétique et sa fréquence (au moins une poussée dans la vie, une par an ou une par mois) ont

été recueillies a I’inclusion.

Les prélévements sanguins réalisés a I’inclusion (n=1888) et a 4 ans (n=1311) dans la
sous-cohorte bordelaise des Trois Cités ainsi qu’a I’inclusion (n= 696) dans la cohorte AMI ont
permis la réalisation de sérologies herpétiques respectivement chez 1834, 1258 et 690
participants. Ces sérologies n’étaient pas spécifiques du virus HSV-1 et détectaient a la fois les
anticorps diriges contre les virus HSV-1 et HSV-2. Deux types d’anticorps anti-HSV ont été
doses : les IgG anti-HSV qui reflétent le fait d’avoir été infecté par le virus et les IgM anti-HSV
qui reflétent soit une primo-infection soit la survenue d’une réactivation du virus dans les
semaines précédant la prise de sang. A noter néanmoins que toutes les réactivations ne sont pas
systématiquement accompagnées d’une production d’IgM. Les taux d’IgG anti-HSV ont

également été étudies.
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Sur le plan pratique :

Les sérologies herpétiques a I’inclusion dans la sous-cohorte bordelaise 3C ont éte réalisées
en plusieurs fois (correspondant a divers projets) et dans des laboratoires différents.
L’utilisation de Kits de sérologie différents a rendu impossible 1’analyse des taux d’IgG
dans I’ensemble de 1’échantillon bordelais a 1’inclusion. Pour cette raison, les sérologies
herpétiques réalisées a 4 ans ont, dans la majorité des analyses de cette thése, été préférees
a celles réalisées a 1’inclusion.

Les sérologies herpétiques réalisées a 4 ans dans 3C Bordeaux et a I’inclusion dans AMI
ont toutes éteé réalisées au laboratoire de virologie du CHU Pellegrin respectivement en
2017-2018 et en 2013. Des techniques immuno-luminométriques ont été utilisées (Kits
LIAISON® HSV-1/2 IgG et LIAISON® HSV-1/2 IgM de Diasorin - Saluggia, Italie).
Comme recommandé par les fabricants : i) une valeur d’index >1,10 était considérée
comme signant la présence d’anticorps IgG (ou IgM) anti-HSV, ii) une valeur d’index <
0,9 était considérée comme signant 1’absence d’anticorps IgG (ou IgM) anti-HSV et iii)
aucune conclusion ne pouvait étre faite pour les valeurs d’index entre 0,9 et 1,10. Dans ce
dernier cas, une 2éme sérologie était réalisée afin de verifier le résultat obtenu. A noter
également que ces sérologies présentaient une limite de quantification supérieure

empéchant I’utilisation des taux d’IgG de fagon continue.

2.1.1.2.2 Diagnostic de démence

Le diagnostic de démence dans les cohortes 3C Bordeaux et AMI était réalisé en trois

étapes :

Premiérement, 1’évaluation des fonctions cognitives et de I’autonomie était réalisée au
domicile a chaque suivi par des neuropsychologues via un questionnaire standardisé et une
batterie de tests neuropsychologiques et fonctionnels validés®.

Deuxiémement, en cas de suspicion de trouble cognitif, un médecin gériatre ou neurologue
se rendait au domicile du participant pour confirmer ou non I’existence d’un trouble selon

les criteres du DSM 1V (1) et pour déterminer 1’étiologie associée (MA probable, MA

20 Parmi ces tests, nous utiliserons le score au MMSE (Mini Mental State Examination) afin de décrire le
fonctionnement cognitif global des participants (Annexe 1).
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possible, démence vasculaire, démence mixte, démence parkinsonienne, démence a corps
de Lewy, démence fronto-temporale, autres démences) .

- Enfin, I’ensemble des cas de démence étaient revus par un comité d’experts afin de
confirmer le diagnostic et I’étiologie associée, ceci en utilisant 1’ensemble des ¢éléments

disponibles (y compris les comptes-rendus de consultations ou les examens paracliniques).

Dans cette thése, I’incidence de la démence a été étudiée jusqu’a 14 ans apres 1’inclusion dans
3C Bordeaux (le suivi a 17 ans n'était pas finalisé au moment de l'analyse) et 7 ans apres
I’inclusion dans AMI. Dans un premier article, les données de 1037 sujets de la cohorte 3C
Bordeaux au suivi a 4 ans ont été analysées aprés exclusion de 33 sujets avec un statut
sérologique indéterming, de 2 sujets 1IgG-lIgM+ reflétant soit une primo-infection (peu probable
étant donné 1’age des sujets) soit un faux positif/faux négatif, de 60 déments prévalents et de
126 sujets sans suivi. Dans un deuxieme article centré sur I’étude des anomalies radiologiques
dans les cohortes 3C Bordeaux et AMI, I’association entre statut herpétique et incidence de la
démence a été réévaluée dans un échantillon plus grand : 1599 participants aprés exclusion de
40 sujets avec un statut serologique indéterming, de 5 sujets 1gG-lgM+, de 133 déments

prévalents et de 171 sujets sans suivi.

2.1.1.2.3 Données radiologiques

Des analyses ont été faites a partir des données issues des IRM cérébrales réalisées a 10
ans dans la cohorte 3C Bordeaux (n=238 dont 211 avec une sérologie herpétique a 4 ans, IRM
3 Tesla) et a 4 ans dans la cohorte AMI (n=200 dont 176 avec une sérologie herpétique a
I’inclusion, IRM 3 Tesla)?l. Au total, 387 sujets bénéficiaient a la fois d’une sérologie

herpétique et d’une IRM cérébrale.

A partir de ces IRM, deux types de données ont pu étre analysees : i) des données volumétriques

ayant permis d’étudier le volume hippocampique et ii) des données de connectivité structurelle

21 Nous avons choisi d’utiliser 'IRM a 4 ans de suivi dans AMI (et non I’'IRM a 2 ans) afin d’avoir un délai entre
la sérologie herpétique et I’IRM plus comparable entre les deux cohortes (6 ans pour 3C Bordeaux et 4 ans pour
AMI).
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(imagerie par tenseur de diffusion ou DTI) ayant permis d’étudier I’intégrité de la substance

blanche?.

Les volumes hippocampiques droit et gauche ont été estimés puis la qualité de I’extraction a
été vérifiée manuellement par 1’équipe de 1’ Institut de Neurosciences Cognitives et Intégratives
d'Aquitaine. Parmi les 387 sujets présentant a la fois une sérologie herpétique et une IRM
cérébrale, 35 sujets ne disposaient pas de données concernant le volume hippocampique et 3
sujets déja déments au moment de la sérologie ont été exclus portant a 349 le nombre de sujets
intégrés dans I’analyse. Les volumes hippocampiques droit et gauche ont été moyennes et

exprimés en pourcentage du volume total intracranien.

Chez 259 sujets ayant des données de connectivité structurelle et une sérologie herpétique, nous
avons étudié la microstructure de la substance blanche au niveau de deux faisceaux de fibres

reliés a I’hippocampe (Figure 22) :

- La partie para-hippocampique du cingulum, faisceau afférant allant du gyrus cingulaire au
cortex entorhinal (situé en dessous de I’hippocampe)
- La partie para-hippocampique du fornix, faisceau efférent reliant I’hippocampe au corps

mamillaire.

M Uncinate Inferior fronto-occipital

Inferior longitudinal B Fornix ™ Cingulum
Figure 22 : Cingulum et fornix, faisceaux de substance blanche reliés a I’hippocampe

Source : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:The anatomy of the limbic tracts.jpg

22 Les méthodes d’acquisition et de traitement des images ont été décrites dans I’article présentant les résultats de
nos analyses « Linard et al. Herpes simplex virus, early neuroimaging markers and incidence of Alzheimer’s
disease ».
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L’ imagerie par tenseur de diffusion repose sur le principe selon lequel les déplacements des

molécules d’eau dans les faisceaux de substance blanche dépendent de I’intégrité des tissus

(375). Différents parametres sont utilisés :

La fraction d’anisotropie (FA : Fractional Anisotropy) varie de 0 a 1 et refléte la
direction de la diffusion des molécules d’cau dans la substance blanche. Une FA égale
1 indique que la diffusion des molécules d’eau est orientée préférentiellement dans une
direction, celle déterminée par les fibres axonales : on parle de diffusion anisotrope (a
I’inverse de la diffusion isotrope allant dans toutes les directions). Lorsque la
microstructure de la substance blanche est altérée, la diffusion des molécules d’eau va
étre moins contrainte par la structure des axones, la diffusion anisotrope va diminuer et
la fraction d’anisotropie également.

La diffusivitt moyenne (MD : Mean Diffusivity) mesure [’amplitude moyenne des
mouvements de diffusion des molécules d’eau dans la substance blanche selon les trois
dimensions de I’espace (x,y,z). En complément, on peut également estimer la diffusivité
axiale mesurant la diffusion dans la direction principale et la diffusivité radiale mesurant
la diffusion dans les deux autres directions. Lorsque la microstructure de la substance
blanche est altérée, I’amplitude de mouvements des molécules augmente et les

parametres de diffusivité augmentent également.

Ainsi on estime qu’une FA ¢élevée et une diffusivité basse refletent une certaine intégrité de la

substance blanche.

2.1.1.2.4 Autres données utilisées

D’autres variables ont également été utilisées a des fins de description ou ont été considérees

comme de potentiels facteurs de confusion (et donc intégrées aux modeles multivariés comme

variables d’ajustement) :

L’age et le sexe.
Le niveau d’éducation (niveau primaire ou inférieur, niveau secondaire, niveau
supérieur).

Le statut marital (marié, veuf, célibataire, divorcé ou sépare).
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- Laprésence d’au moins un alléle APOEA4.

- L’hypertension artérielle définie comme la prise d’un traitement antihypertenseur et/ou
une mesure de tension artérielle > 140/90 mm Hg.

- Le diabéte défini comme la prise d’un traitement antidiabétique et/ou une glycémie a
jeun > 7 mmol/L et/ou une glycémie non a jeun > 11 mmol/L.

- L’hypercholestérolémie définie comme la prise d’un traitement hypolipémiant et/ou une
cholestérolémie > 6,2 mmol/L.

- La consommation de tabac (jamais, ancien fumeur, fumeur actuel).

- Le score au MMSE.

2.1.2 Essai MAPT

2.1.2.1 Design, participants et intervention dans I’essai MAPT

L’essai MAPT (Multidomain Alzheimer Preventive Trial) est un essai randomisé de
phase 3 multicentrique (13 centres) (376,377). Son objectif était d’évaluer I’efficacité de
différentes interventions sur I’évolution des fonctions cognitives chez des sujets agés considérés

comme « fragiles ».

L’inclusion des participants a été réalisée de mai 2008 a fevrier 2011. Les sources de
recrutement étaient principalement : la publicité dans les médias, les conférences publiques et
les consultations externes des hdpitaux. Les critéres d’inclusion (378) étaient les suivants : i)
avoir 70 ans ou plus, ii) ne pas étre dément et ne pas avoir un MMSE < 24, iii) ne pas présenter
de dépendance pour une activité de la vie quotidienne (ADL Activities of Daily Living —
Annexe 2), ne pas étre institutionnalise, iv) présenter un critéere de « fragilité » parmi les 3
suivants : plainte mnésique spontanée exprimée au medecin généraliste, limitation sur une
activité instrumentale de la vie quotidienne (IADL Instrumental Activities of Daily Living —
Annexe 2), vitesse de marche inférieure a 0.8 m/s et v) ne pas étre dans une situation pouvant
compromettre la participation a I’é¢tude (pathologie avec risque vital a court terme ou pouvant

compromettre le suivi ou la réalisation de tests cognitifs, défaut de compréhension, disponibilité
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insuffisante, absence de sécurité sociale, participation & un autre essai clinique...). Au total,

1680 sujets ont été inclus dans I’essai.

Aprés randomisation, les participants ont été répartis en quatre bras de traitement :
1. Une supplémentation en acides gras oméga 3.
2. Une intervention multi-domaine comportant un conseil nutritionnel, de
I’exercice physique, une stimulation cognitive et des visites de prévention.
3. Lacombinaison de ces deux interventions.
4. Un groupe controle.
Les groupes 2 et 4 ont recu un placebo concernant la supplémentation en acides gras oméga 3

mais la mise en place d’un aveugle pour I’intervention multi-domaine n’a pas été possible.

L’évaluation du statut fonctionnel, cognitif et des indicateurs de fragilité et de dépression a été
réalisée a I’inclusion ainsi qu’a 6, 12, 24 et 36 mois en aveugle du bras de randomisation. Un
suivi tous les 6 mois a également été réalisé pour le recueil des antécédents médicaux et des
traitements, 1’évaluation de la condition physique ainsi que 1’évaluation de la tolérance et de
I’adhésion au traitement.

Le critere de jugement principal était 1’évolution des fonctions mnésiques évaluée a 3 ans par
le « Free and Cued Selective Reminding test » de Grober et Buschke (379) (appelé également

en francais RL-RI 16 pour Rappel Libre - Rappel Indicé de 16 mots)?,

Au sein de cet essai, une étude ancillaire de neuro-imagerie a également été réalisée pour
évaluer I’impact des interventions sur la présence de dép6ts amyloides intracérébraux estimés
par TEP amyloide. Les criteéres d’inclusion dans cette étude ancillaire étaient les suivants : 1)
étre suivi dans 1’un des centres proches d’un département de médecine nucléaire (Toulouse,
Bordeaux, Montpellier, Limoges et Nice), ii) absence de contre-indication a I’examen ou de

situations empéchant une coopération du sujet a I’examen, iii) sujet n’ayant pas déja recemment

23 Ce test se déroule en plusieurs phases : i) une phase d’apprentissage de 16 mots, chacun associé a une
catégorie (ex : jonquille associée a la catégorie fleur), ii) une phase de rappel immédiat, iii) trois phases de
rappels différés avec un rappel libre puis un rappel indicé (la catégorie des mots manquants est indiquée au sujet
pour faciliter la récupération de 1’information).
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bénéficié d’un examen de type TEP. Au total, 271 sujets ont bénéficié d’une TEP amyloide

durant le suivi.

2.1.2.2 Recueil de données

2.1.2.2.1 Sérologies herpétigues

Parmi les 271 sujets ayant bénéficié d’une TEP amyloide, des sérologies herpétiques
ont pu étre réalisées pour 183 sujets sur un prélévement de plasma obtenu a 1’inclusion, les
autres sujets n'ayant pas ou plus de tube disponible. Les sérologies ont été réalisées dans le

service de virologie du CHU de Bordeaux en 2018. Ceci a permis de doser différents anticorps :

- Les IgG anti-HSV-1 (kit LIAISON® HSV-1 Type Specific IgG), reflet d’une infection par
le virus HSV-1.

- Les IgG anti-HSV-2 (LIAISON® HSV-2 Type Specific IgG), reflet d’une infection par le
virus HSV-2.

- Les IgM anti-HSV-1/2 (LIAISON® HSV-1/2 IgM), reflet d’une primo-infection ou de la
survenue d’une réactivation des virus HSV-1 ou HSV-2 dans les semaines précédant le

prélevement.

Comme recommandé¢ par les fabricants, i) une valeur d’index >1,10 était considérée comme
signant la présence d’anticorps IgG (ou IgM), ii) une valeur d’index < 0,9 était considérée
comme signant 1’absence d’anticorps IgG (ou IgM) et iii) aucune conclusion ne pouvait étre
faite pour les valeurs d’index entre 0,9 et 1,10. Dans ce dernier cas, une 2€me sérologie €tait
réalisée afin de vérifier le résultat obtenu et, dans le cas ou le statut restait indéterminé, le sujet

était exclu des analyses.
Différents éléments du statut sérologique ont ainsi été étudiés :

- Laprésence d’IgG anti-HSV-1
- Le taux d’IgG anti-HSV-1 considéré en terciles car I’existence d’une limite de

quantification supérieure empéchait 1’utilisation des taux de fagon continue.
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- Laprésence d’IgM anti-HSV a été décrite mais aucune analyse concernant son association
a la charge amyloide intracérébrale n’a pu étre réalisée en raison de la faible prévalence de
sujets IgM+ (1.6% - n=3).

- Les données sérologiques portant sur HSV-2 n’ont été utilisées qu’a titre descriptif.

2.1.2.2.2 Dépbts amyloides intracérébraux

Au cours de I’étude ancillaire de neuro-imagerie, une seule TEP amyloide par patient a
éte realisée lors des 3 années de suivi. Le délai entre I’inclusion et la réalisation de la TEP était
variable. Chez les 183 participants avec une sérologie, 28,4% des TEP étaient réalisées dans les
12 mois apres inclusion, 31,7% entre 12 et 24 mois et 39,9% entre 24-36 mois. 1l s’agissait de
TEP amyloides au Florbetapir (18F-AV45-PET) dont les paramétres d’acquisition ont été

détaillés dans des publications antérieures (376,378).

Différentes estimations de la charge amyloide intracérébrale étaient disponibles :

- Une évaluation visuelle binaire de la rétention corticale du Florbetapir (0 : absence de
rétention « significative », 1 : présence d’une rétention « significative »?*) réalisée par 3
spécialistes formés et expérimentés, a I’aveugle des informations cliniques.

- Une évaluation semi-automatique quantitative du SUVR cortical (« standardized uptake
value ratio »). Le SUVR cortical est le rapport entre la fixation du traceur au niveau
cortical et celle au niveau d’une zone contréle (ici le cervelet). Dans I’essai MAPT, la
fixation du traceur au niveau cortical a été estimée a partir de la moyenne du signal sur 6
régions corticales prédéfinies comme anatomiquement pertinentes au niveau des cortex
frontaux, temporaux et pariétaux, du précunéus et des aires cingulaires antérieures et
postérieures.

Les données de SUVR cortical ont ensuite pu étre analysées :
1. Encontinu
2. En variable binaire : Selon le protocole de 1’étude, un SUVR cortical > 1,17 était
équivalent a une charge amyloide compatible avec un diagnostic neuro-
pathologique de maladie d’Alzheimer (380,381).

24 Soit deux zones cérébrales ou plus dans lesquelles il y avait un contraste substance grise / substance blanche
réduit ou absent, soit une ou plusieurs zones dans lesquelles la radioactivité de la matiére grise était intense
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Dans les analyses évaluant 1’association entre la sérologie herpétique et la charge amyloide
intracérébrale, 1’évaluation semi-automatique a été préférée a 1’évaluation visuelle car elle
permettait a la fois une analyse de la présence de dépdts mais également de la quantité de dépdts

(SUVR cortical en continu).

2.1.2.2.3 Autres données utilisées

Differentes autres données ont été utilisées soit pour la description de 1’échantillon, soit
pour I’ajustement, la recherche d’interaction (pour le statut APOE4) ou la réalisation d’analyses
complémentaires.

On peut notamment citer :

- L’age a I’inclusion (il a été préféré a I’age au TEP car il correspondait a la fois a ’age a la
sérologie et a ’age au début de I’intervention testée dans 1’essai).

- Lesexe.

- Le niveau d’¢étude en 3 modalités (« Certificat d’Etudes Primaires ou moins », « Brevet-
CAP-BEP» et « Baccalauréat ou enseignement supérieur »).

- Le statut APOE4 (« Aucun alléle APOE4 » vs « Au moins un alléle APOE4 »).

- Un antécédent d’hypertension artérielle et/ou de diabéte et/ou de dyslipidémie (variable
binaire regroupant les différentes pathologies afin de diminuer le nombre de variables
d’ajustement).

- Un antécédent d’accident vasculaire cérébral.

- Le bras de randomisation.

- Le délai entre I’inclusion et la réalisation de la TEP.

- Les scores au MMSE ou a I’échelle CDR (Clinical Dementia Rating scale) (Annexe 3).
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2.1.3 Echantillon Généraliste des Bénéficiaires (EGB)

2.1.3.1 Qui fait partie de PEGB ?

Créé en 2004-2005, I’Echantillon Généraliste des Bénéficiaires (EGB) est un
échantillon (au 1/97°™ %) des bénéficiaires de la majorité des régimes d’assurance maladie en
France. Il s’agit d’un échantillon anonyme et représentatif de la population nationale en termes

d’age et de sexe.

Les régimes concernés représentent environ 95% de la population couverte et ont été intégrés
a I’EGB en plusieurs vagues :
- Le régime général (environ 75% de la population) en fait partie depuis sa création.
- Le regime agricole et le régime social des indépendants (environ 10% de la
population) ont été intégrés a ’EGB en 2011.
- Enfin, 10 sections locales mutualistes® (environ 10% de la population) ont été
intégrées en 2015-2016.

A noter que, en conséquence, certains sujets ne sont pas présents dans I’EGB :
- Les bénéficiaires de régimes spéciaux? et de certaines mutuelles étudiantes (environ
5% de la population couverte).
- Les sujets non affiliés a un régime d’assurance maladie.
- Les sujets n’ayant pas un numéro d’identification NIR « certifié » (bénéficiaires de
I’AME, migrant...).

25 Pourquoi 1/97°™ ? Le numéro d’identifiant des bénéficiaires (NIR, Numéro d'Inscription au Répertoire de
I'NSEE) est composé de 13 chiffres : N° de sécurité sociale + une clé allant de 1 a 97. Le tirage au sort se fait
sur le numéro de la clé.
% Mutuelle Générale de I’Education Nationale, Mutuelle Générale, Mutuelle Générale de la Police, Mutuelle des
fonctionnaires, Mutuelle nationale des hospitaliers, Harmonie Fonction Publique, Mutuelle Nationale
Territoriale, Mutuelle du Ministére de 1’Intérieur, Mutuelle des étudiants LMDE, Caisse d’ Assurance Maladie
des Industries Electriques et Gaziéres
27 |es régimes spéciaux d’Assurance Maladie : le régime des Mines, le régime des militaires, le régime des
clercs de notaire, le régime des cultes, le régime des marins, le régime de la SNCF, le régime de la RATP, le
régime de I’ Assemblée Nationale, le régime du Sénat, le régime du Port Autonome de Bordeaux, le régime
d’EDF-GDF.
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2,132 Quelles sont les données disponibles dans PEGB?

L’EGB regroupe des données issues de différentes bases medico-administratives (382,383):

Le SNIIRAM («Systéme National d’Informations Inter-Régimes de 1’Assurance

Maladie »), créé en 2002, rassemble des données sociodémographiques et de consommation

de soins provenant des différents régimes d’assurance maladie. Dans cette thése, hous avons

notamment utilisé les informations suivantes :

1. Des données sociodémographiques comme 1’année de naissance, le sexe ou le fait

de bénéficier de la CMU-c (« Couverture médicale universelle complémentaire »,
assurance complémentaire a la destination de personnes avec de faibles revenus).
Les déclarations d’ALD « Affections Longue Durée » qui correspondent & un
groupe de maladies chroniques pour lesquelles les dépenses médicales sont
remboursées a 100%.

Les consultations médicales ambulatoires.

Les donneées concernant les médicaments remboursés, identifiés par leur code ATC
(Anatomical Therapeutic Chemical). A noter que la majorité des traitements
dispensés lors d’hospitalisations ou dans certains EHPAD (« Etablissement
d'’hébergement pour personnes agées dépendantes ») disposant d’une pharmacie a
usage interne ainsi que les traitements non remboursés ne sont pas disponibles
dans la base de données. L’information sur I’indication du traitement n’est pas

disponible non plus.

Le PMSI (« Programme de Médicalisation du Systéme d’Information ») rassemble les

informations issues de I’ATIH (Agence Technique de I’Information sur 1’Hospitalisation)

concernant les hospitalisations dans 1’ensemble des hopitaux publics ou privés en France.

Dans I’EGB, des informations concernant les dates de séjour et les diagnostics principaux,

reliés ou associés® pour les sejours en MCOO (médecine, chirurgie, obstétrique,

odontologie) et en HAD (hospitalisation a domicile®) sont disponibles et codés selon la

28 e diagnostic principal correspond a la pathologie initiale ayant justifié I’hospitalisation ou & la pathologie
ayant justifié I’essentiel de la prise en charge durant I’hospitalisation. Le diagnostic relié est une maladie
chronique qui permet de préciser le diagnostic principal.

Les diagnostics associés concernent toute pathologie du patient, que celle-ci ait modifié la prise en charge ou non
(y compris des antécédents guéris par exemple).

2 Uniquement depuis 2007 pour ’HAD
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Classification Internationale des Maladies (CIM-10). Il n’existe par contre pas
d’informations sur les hospitalisations en soins de suite et réadaptation ou en psychiatrie.
- Le registre des déces, géré par le CépiDC, fournit les dates de déces tandis que les causes

de déces ne sont pour I’instant pas disponibles dans ’EGB.

2133 Design et participants inclus dans notre analyse

Afin d’étudier un potentiel effet protecteur des traitements anti-herpétiques sur

I’incidence de la démence, nous avons réalisé une cohorte de sujets agés inclus dans I’EGB.

Afin d’avoir une période de suivi la plus longue possible, la date d’inclusion a été fixée au 1
janvier 2009 (car les dates des séjours hospitaliers n’étaient disponibles qu’a partir de cette

date).

En 2009, seuls les sujets affiliés au régime général étaient inclus dans I’EGB (n=507 251).
Parmi eux, nous avons exclu les sujets de moins de 65 ans (n=433 462), les sujets avec moins
de deux années d’antériorité dans I’EGB afin de pouvoir identifier les démences prévalentes
(n=2 134) et les sujets avec une démence prévalente (n=3 364). Au final, notre échantillon
regroupait 68 291 participants qui ont été suivis jusqu’a leur sortie du régime général, la

survenue d’une démence, le déces ou la fin de la période d’étude fixée au 31 décembre 2017.

2.1.3.1 Identification des sujets traités par un antiviral efficace sur HSV-1

Durant le suivi, nous avons identifié les antiviraux efficaces sur le virus HSV-1, qu’ils
soient habituellement prescrits pour cette infection ou pour d’autres infections virales (HSV-2,
CMV, VZV). Les codes ATC utilisés sont répertoriés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Codes ATC des antiviraux efficaces sur HSV-1

Anti-herpétiques a action
systémique

Anti-herpétiques
application ophtalmologique

a

Anti-herpétiques a application
cutanée

JO5ABO01 Aciclovir
JO5ABO02 Idoxuridine
JO5ABO03 Vidarabine
JO5AB06 Ganciclovir
JO5AB09 Famciclovir
JO5AB11 Valaciclovir
JO5AB12 Cidofovir
JO5AB13 Penciclovir
JO5AB14 Valganciclovir
JO5AB15 Brivudine
JO5AC03 Tromantadine
JO5ADO01 Foscarnet
JO5ADO02 Fosfonet

S01ADO01 Idoxuridine
S01ADO02 Trifluridine
S01ADO03 Aciclovir

S01ADO7 Famciclovir
S01ADO09 Ganciclovir

D06BB02 Tromantadine
D06BB03 Aciclovir
D06BBO08 Ibacitabine
D06BB11 Docosanol

Concernant les antiviraux a action systémique, nous avons également décrit :

- La fréquence de délivrances durant le suivi pour tenter d’identifier des sujets traités

réguliérement.

- La spécialité du prescripteur dans 1’optique de tenter d’inférer en partie 1’indication du

traitement.

Nous avons également identifié les sujets ayant eu une hospitalisation dont les diagnostics

principaux, reliés et associés étaient en lien avec une infection a HSV, VZV ou CMV gréace aux

codes CIM-10 suivants :

- Hospitalisation en lien avec HSV

o (BO00) Infections par le virus de I'herpés simplex

= (B00.0) Eczéma herpétique

= (B00.1) Dermite vésiculaire due au virus de I'nerpes

= (B00.2) Gingivostomatite et pharyngo-amygdalite due au virus de

I'nerpes

= (B00.3) Méningite due au virus de I'nerpés

= (B00.4) Encéphalite due au virus de I'nerpés

= (B00.5) Affections oculaires dues au virus de I'herpés

= (B00.7) Maladie disseminée due au virus de I'herpés
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= (B00.8) Autres formes d'infection due au virus de I'nerpes
= (B00.9) Infection due au virus de I'herpés, sans précision
o (A60) Infection ano-genitale par le virus de I'herpes simplex
»= (A60.0) Infection des organes génitaux et de I'appareil génito-urinaire
par le virus de I'nerpés
»= (A60.1) Infection de la marge cutanée de I'anus et du rectum, par le virus
de I'herpes
= (A60.9) Infection ano-genitale par le virus de I'herpes, sans précision
Hospitalisation en lien avec d’autres herpés virus
o VzZV
= (BO1) Varicelle
= (B02) Zona
o CMV
» (B20.2) Maladie par VIH a l'origine d'infections a cytomégalovirus
= (B25) Maladie a cytomégalovirus
e (B25.0) Pneumopathie a cytomégalovirus (J17.1)
e (B25.1) Hépatite a cytomégalovirus (K77.0)
e (B25.2) Pancréatite a cytomégalovirus (K87.1)
e (B25.8) Autres maladies a cytomégalovirus

e (B25.9) Maladie a cytomégalovirus, sans précision

Ces sujets sont probablement des sujets ayant eu une infection plus sévere et également des

sujets pour lesquels nous ne savons pas formellement si un traitement antiviral a été administré

au cours de I’hospitalisation ou non.

2,132 Identification des démences prévalentes ou incidentes

Les participants ont été identifiés comme ayant une démence prévalente ou incidente (selon

si elle survenait avant ou apres le 1°" janvier 2009) s’ils avaient au moins un des trois critéres

suivants (Tableau 14) :
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Une hospitalisation dans un service de médecine ou de chirurgie avec un diagnostic
principal, reli¢ ou associé¢ en lien avec la démence toute cause, la maladie d’ Alzheimer
ou la démence vasculaire.

Une déclaration d’ALD en lien avec la démence toute cause, la maladie d’ Alzheimer ou
la démence vasculaire.

Un remboursement d’un traitement anti-démentiel (anti-cholinestérasiques, Mémantine
ou leur association), uniquement pour I’identification des cas de démence toute cause

ou de maladie d’Alzheimer.

Tableau 14 : Criteres pour I'identification des démences dans I'Echantillon Généraliste des

Bénéficiaires

Démence toute cause Maladie Démence
d’Alzheimer vasculaire
Hospitalisation avec FO, G30, F01, F02, F03, G31, G32 FO G30 FO1
un code CIM-10 parmi
Déclaration d’une ALD n° 15 “Maladie d’Alzheimer et | ALD n° 15 ALD n° 15
ALD avec un code autres démences associées” associée | associée a un associée a un
CIM-10 parmi a un code CIM-10 parmi F0, G30, code CIM-10 code CIM-10 FO1
F01, F02, FO3, G31, G32 parmi FO, G30

Délivrance d’un Anti-cholinestérasiques NO6DA02 NO6DA03 NO6DA04 | Aucun
traitement avec un Mémantine NO6DX01
code ATC parmi Association des deux NO6DA52 NO6DA53

Les codes CIM-10 utilisés correspondent a :

- (F00.0) Démence de la maladie d'Alzheimer, a début précoce
- (F00.1) Démence de la maladie d'Alzheimer, a début tardif

- (F00.2) Démence de la maladie d'Alzheimer, forme atypique ou mixte

- (F00.9) Démence de la maladie d'Alzheimer, sans précision
- (G30 [archive]) Maladie d'Alzheimer
- (F01.0) Démence vasculaire a debut aigu

- (F01.1) Démence vasculaire par infarctus multiples

- (FO1.2) Démence vasculaire sous-corticale
- (FO1.3) Démence vasculaire mixte, corticale et sous-corticale
- (F01.8) Autres formes de démence vasculaire
- (F01.9) Démence vasculaire, sans précision

- (F02.0) Démence de la maladie de Pick

- (F02.1) Démence de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

- (F02.2) Démence de la maladie de Huntington
- (F02.3) Démence de la maladie de Parkinson
- (F02.4) Démence de la maladie due au virus de I'immunodéficience humaine (VIH)
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- (F02.8) Démence au cours d'autres maladies classées ailleurs

- (FO3) Démence, sans precision

- (G31 [archive]) Autres affections dégénératives du systéme nerveux, non classées
ailleurs

- (G32 [archive]) Autres affections dégénératives du Systéme nerveux au cours
d'affections classees ailleurs

La date de survenue de la démence a été définie comme la date la plus précoce parmi les
suivantes : la date d’hospitalisation, la date de déclaration d’ALD et la date de dispensation du
traitement anti-démentiel. Pour les sujets ne développant pas de démence durant le suivi, la date
de censure était la date la plus précoce parmi : la date de sortie du régime général, la date de
déces ou la date de fin de suivi (fixée au 31/12/2017).

2133 Autres données utilisées

D’autres données ont été utilisées soit pour la description des données, soit comme variables

d’ajustement (Tableau 15) :

- L’age a I’inclusion

- Lesexe

- Etre bénéficiaire de la CMU-c en 2008

- L’existence de comorbidités en 2008 (comme I’hypertension, le diabete,
I’hypercholestérolémie, un accident vasculaire, une cardiopathie)

- La prise d’un anti-inflammatoire en 2008 (qui pourrait impacter a la fois la réactivation
virale et le développement de la démence) définie en 3 catégories (pas de prise, prise
non réguliere, prise régulicre définie comme > 10 délivrances dans 1’année)

- Le nombre de consultations médicales réalisées en 2008 en 4 catégories a partir des
terciles (0, 1-3, 3-6, >6 consultations)

- Le nombre de traitements différents pris en 2008 en 4 catégories a partir des terciles (0,
1-9, 9-15, > 15 traitements différents)

Les sujets immunodéprimés ou ayant un cancer (que ce soit avant 1’inclusion ou durant le suivi)

ont également ét¢ identifiés pour la réalisation d’analyses de sensibilité.
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Tableau 15 : Codes utilisés pour la définition des variables d’ajustement utilisées dans I'"Echantillon
Généraliste des Benéficiaires

Déclaration d’ALD

Prise d’un traitement avec les codes
ATC suivants

Hypertension

ALD n°12 « Hypertension artérielle
sévere » avant I’inclusion

Antihypertenseurs C02 C03 C07 C08
C09 en 2008

Diabéte

ALD n°8 « Diabéte de type 1 et
diabéte de type 2 » avant I’inclusion

Antidiabétiques A10 en 2008

Accident vasculaire

ALD n°1 « Accident vasculaire
cérébral invalidant » avant I’inclusion

Cardiopathies

ALD n°3 « Artériopathies chroniques
avec manifestations ischémiques

et/ou ALD n°13 « Maladie coronaire »
et/ou ALD n°5 « Insuffisance
cardiaque grave, troubles du rythme
graves, cardiopathies valvulaires
graves, cardiopathies congénitales
graves » avant 1’inclusion

Antiagrégants plaquettaires BOLAC
en 2008

Hypercholestérolémie

Hypolipémiants CLOAA C10B
C10AB en 2008

Anti-inflammatoires
non stéroidiens

MO1A MO1B en 2008

Glucocorticoides
systémiques

HO2AB H02B MO01BA en 2008

Glucocorticoides
inhalés

RO3BA RO3AL09 RO3AKO06
RO3AKO07 RO3SAK08 RO3AK09
RO3AK10 RO3AK11 RO3AK12
RO3AK13 en 2008

Sujets
immunodéprimés

ALD n°2 « Insuffisances medullaires
et autres cytopénies chroniques » avec
codes CIM-10 en lien avec une aplasie
médullaire ou un syndrome
myélodysplasique

Et/ou ALD n° 7 « Déficit immunitaire
primitif grave nécessitant un traitement
prolongé, infection par le virus de
I’immunodéficience humaine »

Et/ou ALD n°28 “Suite de
transplantation d’organes”

avant I’inclusion ou durant le suivi

Traitements antirétroviraux (JOSAR
JOSAE JO5AF JO5AG),
immunosuppresseurs ou
immunomodulateurs (L03 L04) avant
I’inclusion ou durant le suivi

Sujets avec un cancer

ALD n° 30 “Cancer” avant I’inclusion
ou durant le suivi
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2.2 Méthodes statistiques utilisées

Dans cette thése, afin d’étudier la variation d’une variable d’intérét Y (ex : I’incidence de

la démence ou I’estimation de différents marqueurs radiologiques associés a la maladie) en

fonction d’une variable d’exposition E (ex : statut a la sérologie herpétique ou prise de

traitements anti-herpétiques), nous avons utilisé des méthodes statistiques relativement

classiques : les modeéles de régressions multivariees.

Ces méthodes nous ont notamment permis de prendre en compte dans I’analyse d’autres

variables X; pouvant étre soit des facteurs de confusion potentiels soit des facteurs

modificateurs d’effet :

Un facteur de confusion est un facteur lié a la fois a Y et a E (mais non situé sur le
chemin causal entre eux) et pouvant expliquer une partie de I’association entre les deux

variables.

Ainsi, afin d’obtenir une mesure d’association entre Y et E non biaisée, il est important
d’ajuster les analyses sur un maximum de facteurs de confusion potentiels. Les mesures
d’association retrouvées refléteront ainsi uniquement 1’effet de E sur Y « toutes choses

égales par ailleurs » (i.e. situation ou les sujets ne differeraient que par la valeur de E).

Dans nos travaux, 1’identification des facteurs de confusion potentiels a été réalisée a
priori en se basant sur les données de la littérature®. La sélection finale du nombre de
variables d’ajustement incluses dans les modeles a ensuite tenu compte de la taille
d’échantillon et du nombre d’événements (dans le cas des modeles de Cox et des

régressions logistiques).

Des ajustements séquentiels (ajout progressif des différentes variables d’ajustement) ont
été réalisés afin d’explorer les conséquences de 1’ajout de certaines variables

d’ajustement sur la relation entre E et Y.

30 Pour les analyses réalisées, il n’est en effet pas recommandé de réaliser une sélection des variables
d’ajustement uniquement en fonction de la présence ou non d’une association statistique significative avec la
variable Y (cette association étant trop dépendante de la taille d’échantillon utilisée).
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- Un facteur modificateur d’effet I est un facteur pour lequel I’effet de la variable E sur

Y dépend de la valeur de 1. On parle également d’interaction entre E et .

Dans le cadre de cette thése, nous avons testé 1’effet modificateur du génotype APOE4
sur I’association entre le statut herpétique et i) I’incidence de la démence ou ii) différents
marqueurs radiologiques de la maladie. Etant donné que nous faisions cette hypothése
apriori, les résultats ont été systématiquement stratifiés selon le statut APOE4 (résultats
présentés séparément chez les sujets porteurs et non-porteurs de 1’allele APOE4).
Néanmoins, la p-value associée au test d’interaction entre le statut herpétique et APOE4
a tout de méme été estimée et considérée comme significative si elle était < a 0,10. A
noter que I’utilisation d’un seuil plus conservateur pour les tests d’interaction (10% au
lieu des 5% habituels) est une pratique utilisée en recherche mais discutée dans la

communauté statistique (384,385).

Selon la nature de la variable d’intérét Y, différents modeles ont été employés :

- Le modéle de régression linéaire si Y était une variable aléatoire quantitative continue
suivant une loi normale (ex : majorité des marqueurs radiologiques étudiés dans 3C,
AMI et MAPT).

- Le modele de régression logistique si Y était une variable aléatoire qualitative binaire
suivant une loi de Bernoulli (ex : présence ou non de dépdts amyloides intracérébraux
dans MAPT).

- Le modeéle de Cox (ou modeéle des risques proportionnels) si Y était un délai jusqu’a la
survenue d’un éveénement d’intérét (ex : la démence dans 3C, AMI et I’EGB). Il était
alors nécessaire de définir 1) la survenue ou non de I’éveénement (si I’évenement ne

survient pas, on parle de censure®) et ii) le temps associé a I’événement ou a la censure.

Les fondements statistiques des modeles utilisés ne seront pas discutés en détail dans cette these

et seules certaines de leurs caractéristiques sont brievement présentées dans le Tableau 16.

31 Dans le cas de I’étude de I’incidence de la démence, le sujet sera considéré comme « censuré » s’il ne
développe pas de démence avant sa sortie d’étude, son déces ou la fin de la période d’étude.
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Tableau 16 : Caracteéristiques des modeles de régressions multivariées

Modele de régression linéaire

Modele de régression logistique binaire

Modeéle de Cox

Spécification
du modéle

Modélisation de I’espérance
mathématique de Y, E(Yi|Xi):
E(Yi[Xi) = Bo+ BiX1 + ... + BpXp
ou:
Bisont les coefficients de
régression associés aux
différentes variables explicatives
Xi

Modélisation de la probabilité de survenue
d’un événement n(X;):
Logit [n(Xi)] = Po+ P1X1+ ... + BpXp
ou:
- Bisont les coefficients de régression
associés aux différentes variables
explicatives X

Modélisation du risque instantané de
survenue d’un événement A(t, X):

Mt, Xi)= Ao(t) exp (P1X1 + P2Xo +...4 BpXp )
ou:

- o(t) est la fonction de risque de
base lorsque toutes les variables
explicatives sont nulles

- Pisont les coefficients de régression
associés aux différentes variables
explicatives X

Estimation des
parametres B

Méthode des moindres carrés

Méthode du maximum de vraisemblance

Méthode du maximum de vraisemblance
partielle (1a fonction de risque de base Ao(t)
n’est pas estimée)

Test des
parametres

- Test de Student
- Test de F global ou partiel pour tester
’apport d’un ensemble de variables

- Test de Wald
- Test du rapport de vraisemblance
- Test du score

- Test de Wald
- Test du rapport de vraisemblance
- Test du score

Interprétation
des paramétres

B

Bi correspond, «toutes choses égales par
ailleurs », a la variation de E(Y;|Xj),

- soit pour une augmentation d’une unité
de la variable X; si elle est quantitative

- soit entre les non-exposés et les exposés
si X; est binaire.

L’exponentielle de Bi représente, « toutes
choses égales par ailleurs », le rapport de
cotes de risque de survenue de I’événement
d’intérét

- soit pour une augmentation d’une unité de
la variable X; si elle est quantitative

- soit chez les exposés par rapport aux non-
exposés si X est binaire.

L’exponentielle de Bi représente, « toutes
choses égales par ailleurs », le rapport de
risques instantanés de survenue de
I’événement d’intérét (ou risque relatif RR)
- soit pour une augmentation d’une unité de
la variable X; si elle est quantitative

- soit chez les exposes par rapport aux non-
exposés si X; est binaire.

Hypothéses du
modele a
vérifier

- Indépendance des Y

- Linéarité (si X continu): Bi correspond a
la variation de E(Yi|Xi) pour une
augmentation d’une unité de la variable
Xi, quelle que soit la valeur de X

- Normalité des Y; sachant X;

- Homoscédasticité ou égalité des
variances

- Indépendance des Yi

- Linéarité avec le Logit (si X continu) : e?
correspond au rapport de cote pour une
augmentation d’une unité de X, quelle que
soit la valeur X

- Proportionnalité des risques : le risque
relatif est constant au cours du temps

- Log-linéarité (si X continu): e? correspond
au risque relatif pour une augmentation
d’une unité de X, quelle que soit la valeur X




Aparté concernant certains aspects méthodologiques pour les analyses utilisant le modele de

Cox :
- Dans les mode¢les de survie, deux types d’échelle de temps sont souvent considérées :
I’age ou le délai depuis I’inclusion dans 1’¢tude.

En général, lorsque la survenue de I’événement étudié est fortement liée a 1’age
(comme c’est le cas pour la survenue d’une démence), 1’échelle de temps a
privilégier est 1’age car cela permet de mieux modéliser son effet. C’est ce qui a
été fait pour les analyses réalisées sur 3C et AMI. Dans ce cas, étant donné que
les sujets ne sont pas suivis depuis leur naissance et qu’ils entrent dans ces
cohortes a des ages différents, il existe une troncature a gauche. Des modeles a
entrée retardée permettant de préciser 1’age d’inclusion des sujets dans la cohorte
ont éte utilisés afin de prendre en compte cette troncature a gauche.
Néanmoins, les modeles a entrée retardée sont moins adaptés pour les modeles
impliquant des variables dépendantes du temps. C'est pourquoi dans les analyses
réalisées sur I’EGB, puisque notre variable d’exposition principale (la prise
d’anti-herpétiques) était une variable dépendante du temps (les sujets étaient
considérés comme traités seulement a partir de la premiere prise de traitement
durant le suivi), nous avons choisi le délai depuis I’inclusion comme axe du
temps en ajustant sur I’age.

- Concernant I’identification du temps de survenue de 1I’événement ou de la censure :
Dans 3C et AMI, on ne connait pas précisément 1’age de survenue de la démence
car le suivi est réalisé de fagon discontinue (on parle de censure par intervalle).
L’age de survenue de la démence a alors été fixé au milieu de I’intervalle entre
la derniere visite sans démence et la visite ou le diagnostic de démence a été
posé. Pour les sujets n’ayant pas développé de démence au cours du suivi, I’age
de censure a été fixé a 1I’age de la derniére visite. En effet, en raison de la censure
par intervalle, les sujets perdus de vue ou décédés avant la fin du suivi pouvaient
avoir développé une démence entre leur derniére visite et leur décés ou leur date

de derniere nouvelle, sans que celle-ci ait pu étre diagnostiquée.

Les analyses statistiques ont toutes été réalisées a I’aide du logiciel SAS.



3. Résultats

Les résultats des principales analyses réalisées durant cette these sont exposes dans les
paragraphes suivants. Dans le cas de résultats déja publiés ou soumis, les résultats sont présentés
et discutés sous forme d’articles. L’ensemble des résultats sera discuté de maniére globale dans

la section 4.

3.1 Association entre P’infection a HSV-1 et i) ’incidence de la démence ou ii) la
présence d’anomalies radiologiques a ’IRM cérébrale dans les cohortes 3C et
AMI

3.1.1 Articles1et?

Si ’hypothése de I’implication du virus HSV-1 dans la maladie d’Alzheimer dispose
d’éléments relativement convaincants issus d’études in vitro, chez 1’animal ou sur échantillons
de cerveaux humains, les études épidémiologiques en population &gée n’ont pas permis

jusqu’ici d’apporter des résultats suffisants.

Tout d’abord, aucune étude en population agée n’a évalué 1’association entre statut herpétique
et présence de 1ésions radiologiques a I’IRM cérébrale, qu’il s’agisse d’étudier la substance

grise ou la substance blanche.

Enfin, si une vingtaine d’études ont évalué 1’association entre statut sérologique HSV et le
déclin cognitif ou la survenue d’une démence, ces études présentaient certaines limites
méthodologiques : seules quelques-unes étaient des études prospectives de plus de 500 sujets
(n=5 avant le début de cette thése) et peu d’entre elles avaient pris en compte I’existence de
facteurs de confusion autres que les caractéristiques sociodémographiques (tels que 1’age, le
sexe, le niveau d’éducation...) ou celle de facteurs modificateurs d’effet comme, par exemple,
certaines coinfections ou les facteurs de risque génétique (n=2 avant le debut de cette thése).

Or, ce dernier point semble primordial dans I’hypothése infectieuse.

En effet, I’existence de facteurs de susceptibilité (génétique ou non) semble nécessaire pour
expliquer que, malgré une séroprévalence élevée de I’infection HSV-1 (= 80% de la population
ageée), seuls certains sujets infectés développent des conséquences neurologiques tandis que

d’autres restent « porteurs sains ». Ainsi, avant le début de cette these, Lovheim et al (343) avait
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mis en évidence une interaction entre les virus HSV-1 et CMV concernant le risque de maladie
d’Alzheimer et seule 1’étude de Letenneur et al (109) avaient pris en compte le facteur génétique
APOE4 comme potentiel facteur de confusion ou d’interaction mais n’avait pas mis en évidence
d’interaction significative avec le statut sérologique HSV. Depuis, dans une étude cas-témoin
nichée (332,333), des analyses ont mis en évidence une interaction entre facteurs de risque
génétiques (APOE4 ou score génétique) et statut herpétique. Enfin, une autre étude de cohorte

(342) a réalisé un ajustement sur APOE4 mais sans tester de potentielle interaction.

L’objectif de nos premiéres analyses a donc été d’évaluer I’association entre le statut
sérologique HSV et i) I’incidence de la démence ou ii) I’existence d’anomalies radiologiques a
I’IRM cérébrale. Les marqueurs radiologiques étudiés relevaient a la fois de la substance grise
(volume hippocampique) et de la substance blanche (marqueurs DTI de connectivité
structurelle au niveau des faisceaux para-hippocampiques du cingulum et du fornix). Comme
nous faisions I’hypothése a priori de 1’existence d’une interaction entre ’infection 8 HSV et le
facteur genétique APOE4, toutes les analyses ont été réalisées séparément pour les sujets

porteurs ou hon d’au moins un alléle.

L’analyse de I’association avec I’incidence de la démence a tout d’abord été réalisée dans la
partie bordelaise de la cohorte des Trois Cités donnant lieu & la publication en 2020 d’un
premier article intitulé « Interaction between APOE4 and Herpes simplex virus type 1 in
Alzheimer’s disease » dans le journal Alzheimer’s and Dementia. Par la suite, les données de
3C Bordeaux et d’AMI ont été combinées afin d’obtenir un échantillon suffisamment grand
pour étudier I’association entre statut herpétique et anomalies radiologiques a I’IRM cérébrale.
Cela a également été 1’occasion de réévaluer I’association avec I’incidence de la démence dans
un échantillon plus important. Ces résultats font 1’objet d’un 2°™ article intitulé « Herpes
simplex virus, early neuroimaging markers and incidence of Alzheimer’s disease »

actuellement soumis pour publication. Ces deux articles vous sont présentés ci-apres.
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Brievement, les principaux résultats étaient les suivants.

Concernant I’incidence de la MA, nous avons mis en évidence que :

Parmi les sujets porteurs d’au moins un allele APOE4,

o Les sujets infectés avaient 2 fois plus de risque de développer une MA que les

sujets non-infectés (HRa=2,72 [1,07-6,91] p=0,04 chez 271 sujets issus de
3CBordeaux-AMI).

Les sujets infectés ayant possiblement des réactivations virales plus fréquentes
au cours de la vie avaient 3 fois plus de risque de développer une MA que les
sujets non-infectés (HRa=3,87 [1,45-10,28] p=0,007 pour les sujets avec un
taux d’IgG dans le dernier tercile par rapport aux non-infectés parmi 271 sujets
issus de 3CBordeaux-AMI).

Parmi les sujets infectés, ceux ayant possiblement des réactivations virales plus
fréguentes au cours de la vie avaient 2 a 3 fois plus de risque de MA que les
autres sujets infectés (HRa=2,30 [1,08-4,91] p=0,03 pour les sujets avec un taux
d’IgG dans le dernier tercile par rapport aux sujets infectés avec un taux d’IgG
dans le premier tercile parmi 222 sujets 1gG+ dans 3CBordeaux—AMI et
HRa=3,68 [1,08-12,55] p=0,04 pour les sujets IgG+IgM+ versus les sujets
IgG+IgM- parmi 140 sujets dans 3CBordeaux).

Parmi les sujets non porteurs d’un alléle APOE4 (n=1274 dans 3CBordeaux-AMI),

aucune association n’était retrouvée.

Concernant les marqueurs radiologiques étudiés, nous avons également mis en évidence que :

Les sujets infectés avaient un volume hippocampique plus faible que les sujets non
infectés uniquement i) s’ils avaient un taux d’IgG dans le dernier tercile (f=-0,011
standard deviation (std)=0,005 p=0,03 chez 330 sujets dans 3CBordeaux-AMI), ceci
quel que soit leur statut APOE4 ou ii) s’ils étaient porteurs d’au moins un allele APOE4
(association a la limite de la significativité statistique, p=-0,016 std=0,009 p=0,09 chez
69 sujets APOE4+ dans 3CBordeaux-AMI).
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- Les sujets infectés présentaient plus d’altérations de la microstructure de la substance
blanche au niveau du cingulum et du fornix para-hippocampiques que les sujets non
infectés (fraction d’anisotropie plus basse, diffusivités moyenne et radiale plus élevées

chez 243 sujets dans 3CBordeaux-AMI), ceci quel que soit le statut APOE4.

Ainsi, nos analyses semblent en faveur i) d’un lien entre I’infection par le virus HSV-1 et la
maladie d’Alzheimer et ii) d’une possible modulation de I’effet de I’infection sur la survenue

d’une MA par la présence de I’allele APOE4.
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Abstract

Introduction: Numerous results suggest the implication of infectious agents in the
onset of Alzheimer’s disease (AD).

Methods: In the Bordeaux-3C prospective cohort, we assessed the impact of herpes
simplex virus type 1 (HSV-1) infection on the incidence of AD according to apolipopro-
tein E (APOE) status, a genetic susceptibility factor. Cox models were performed to esti-
mate the 10-year risk of AD associated with anti-HSV antibodies in 1037 participants
according to APOE4 status.

Results: Among APOE4 carriers, subjects for whom the frequency of HSV-1 reactivation
is supposed to be high, that is,immunoglobulin M (IgM) positive or elevated levels of IgG,
had an increased risk of AD with adjusted hazard ratios (HRs) of 3.68 (1.08-12.55) and
3.28 (1.19-9.03), respectively. No significant association was found in APOE4-negative
subjects.

Discussion: These results, in accordance with a solid pathophysiological rationale, sug-
gest a role for HSV-1 in AD development among subjects with a genetic susceptibility
factor, the APOE4 allele.

KEYWORDS

1 | BACKGROUND
Although hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) such as p-amyloid
plagues, neurofibrillary tangles, and neuroinflammation are well
known,! the triggers of these hallmarks are still under investigation.
Several results suggest an implication of infectious agents in the onset
of AD. Indeed, the production of A may be a physiological antimi-
crobial response.2~4 Moreover, several genetic risk factors of AD have
been identified to regulate the immune or antiviral response.>~7
Among the infectious agents suspected, herpes simplex virus type
1 (HSV-1) is an interesting candidate.® After a first infection occurring
mainly at a young age, HSV-1 remains in a latent form within a sensory
ganglion, the trigeminal ganglion. Thereafter, reactivation of the virus
is periodically triggered by various stimuli, possibly leading to severe
symptoms such as encephalitis in immunocompromised persons. In

immunocompetent persons, reactivation causes minor symptoms,

Alzheimer’s disease, APOE4, dementia, genetic susceptibility, herpes virus, prevention

such as cold sores or, most of the time, asymptomatic shedding of
the virus, highlighting a relatively good control of the infection by
the immune system. Nevertheless, in elderly people, this control can
be weakened by immunosenescence, which could explain the late
development of AD.?10 Taking advantage of this decrease in immune
defenses, HSV-1 could then migrate to the temporal cortex (the area
usually affected in HSV-1 encephalitis) and as a neurotropic virus,
could travel from neuron to neuron to other regions of the brain. Once
in the brain, the direct action of the virus and/or the inflammation
against it could be responsible for the main hallmarks of AD.11 In fact,
numerous postmortem studies have proven the presence of HSV-1
DNA in the brains of aged persons, specifically in areas affected by AD
(reviewed in Steel'2) and in amyloid plaques.3 In vitro studies have
also demonstrated that inoculation with HSV-1 could lead to neuroin-
flammation, amyloid and phosphorylated tau accumulations, impaired
autophagy, and mitochondrial alterations (reviewed in Harris et al.14).
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Epidemiological studies suggest an increased risk of AD in infected
individuals.1>1¢ As ~80% of aged persons are infected by HSV-117
and not all of them develop AD, the existence of environmental, viral,
or genetic susceptibility factors seems essential for this theory to be
valid. Such a factor could explain why some infected persons remain
“healthy carriers” as observed in numerous infectious diseases.!8
From this perspective, the 4 allele of the APOE gene seems to be of
particular interest regarding its frequency in the general population?
and previous results suggesting an interaction with HSV-1 infection.20

The main goal of this study was to assess the impact of HSV-1 infec-
tion on the incidence of AD according to a genetic susceptibility factor,
the APOE gene, which could modify the effect of the virus.

2 | METHODS
2.1 | Design, participants, and available data

The Three-City prospective cohort study (3C), the primary goal of
which was to assess the effect of vascular factors on the incidence
of dementia and cognitive impairment, began in 1999-2001 in three
French areas (Bordeaux, Dijon, and Montpellier). A total of 9294 partic-
ipants who were 65 years or older, non-institutionalized, and enrolled
from electoral lists were included; due to financial constraints for
the realization of serologies, only those from the Bordeaux center
(n = 2104 at baseline) are considered in this ancillary study on HSV.
Trained psychologists conducted home visits at 2, 4, 7, 10, 12, and
14 years after inclusion to collect sociodemographic, lifestyle, and
health-related information using a standardized questionnaire. Cog-
nitive functions and their impact on activities of daily living were
assessed with a large battery of tests (including the Mini-Mental State
Examination [MMSE]), and a neurologist examined participants with
cognitive impairments to confirm the diagnosis of dementia according
to Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edi-
tion (DSM-IV) criteria.2X A group of experts reviewed all of these cases
to confirm the dementia diagnosis and determine its subtype. Details of
the study protocol have been fully described previously.22 The ethical
committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre approved the
study protocol, and each participant provided signed informed consent.

At the 4-year follow-up visit (T4) (2003-2005), the remaining 1568
participants from Bordeaux (171 participants were deceased and 365
lost to follow-up before T4) were asked to provide a blood sample
that was stored at —80°C. Among the 1258 subjects with an available
serum sample (257 participants did not provide a blood sample and 53
no longer had a blood sample available in the biobank), the presence
of anti-HSV antibodies was assessed using LIAISON IgG HSV-1/2
and LIAISON IgM HSV-1/2 tests (Diasorin-Italy-chemiluminescence
immunoassay technology). The presence of IgG and IgM were deter-
mined by an index value >1.10 and their absence by an index value
<0.9 (as recommended by the manufacturer). Samples with values
between 0.9 and 1.10 were tested a second time, and if their status
remained inconclusive, they were excluded from our study sample
(n = 33). We also excluded subjects with a status of IgG— IgM+ (n = 2)
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RESEARCH IN CONTEXT

1. Systematicreview: The biomedical database PubMed was
used to search for previous literature. Previous reviews
on the link between herpes simplex virus type 1 (HSV-1)
and Alzheimer’s disease (AD), cited in this article, high-
light an increasingly solid pathophysiological rationale in
favor of the infectious hypothesis in AD.

2. Interpretation: HSV-1is arisk factor for AD, but its effect
depends on genetic susceptibility. Among carriers of a
genetic susceptibility factor, the APOE4 allele, subjects
with frequent reactivations of HSV-1 had a threefold
increased risk of AD, whereas no association was found
in APOE4 non-carriers.

3. Future directions: Because a large proportion of the pop-
ulation is infected with HSV-1, the identification of envi-
ronmental, viral, or genetic susceptibility factors is essen-
tial to explain why only some infected individuals will
develop AD. This information could help to identify par-

ticipants for future preventive trials on AD.

Highlights

e Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a risk factor for
Alzheimer’s disease (AD), but its effect depends on genetic
susceptibility.

o AmongAPOE4 carriers, those with frequent HSV reactiva-
tion are at higher risk of AD.

e Among APOE4 non-carriers, no association was found
between HSV-1 and AD.

e Susceptibility factors could help to design future preven-

tive trials.

which could reflect either a primary infection (unlikely given the
advanced age of the participants), or 1gG false negative or IgM false
positive. Finally, subjects with prevalent dementia at T4 (n = 60) and
subjects without any follow-up after T4 (n = 126) were excluded
for carrying out survival analyses on dementia incidence. Our study

sample thus consisted of 1037 participants (Flow chart in Figure 1).

2.2 | Statistical analysis

Characteristics of the participants, HSV status, and missing data were
described for the study sample. Because the rate of missing values was
lower than 1.5% for each of the variables, we did not impute missing
data. Different markers of HSV status were considered: presence of
1gG anti-HSV, presence of IgM anti-HSV in IgG-positive subjects, and
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2104 participants were included
in 3C Bordeaux in 1999-2001

A 4

1568 participants completed the
4-year follow-up visit in 2003-
2005

Exclusion of:

- 171 participants deceased
between inclusion and 2003-
2005

- 365 who did not complete the
4-year follow-up in 2003-2005

1258 serum samples were
available in 2017 to perform
anti-HSV antibodies

Exclusion of:

- 257 participants who did not
provide a blood sample in
2003-2005

- 53 participants who had no
longer a blood sample available
in the biobank in 2017

1037 participants in the final
study sample

Exclusion of:

- 33 participants with
indeterminate herpetic status

- 2 participants with a status
IgG- IgM+

- 60 participants with prevalent
dementia in 2003-2005

- 126 participants without any
follow-up after 2003-2005

FIGURE 1 Flow chart of participants in the Three-City cohort of Bordeaux. Abbreviations: 3C, Three-City cohort; HSV, herpes simplex virus

level of IgG anti-HSV in terciles. Incidence rates of dementia were
estimated, and survival curves were generated using the Kaplan-Meier
method. Cox proportional hazard regression models with delayed
entry were used to estimate cause-specific hazard ratios (HRs) and
95% confidence intervals (95% Cls) for all types of dementia and for
AD or mixed dementia. The baseline time was the 4-year follow-up visit
(ie, the follow-up visit when blood samples were collected). The age at
onset of dementia was defined as the age between the last visit without
dementia and the diagnosis visit. Participants without dementia at the
end of the follow-up, those lost to follow-up, or those who passed away
before the onset of dementia were censored at the age of the last visit
without dementia. In preliminary analyses, Cox models were also used
to assess the association between HSV status and age of death; as there
was no association, we chose not to implement an illness-death model.
In adjusted Cox models, sex, level of education (elementary school

without diploma, short secondary school, and higher levels), marital
status, presence of at least one allele of APOE<4, hypertension (defined
as systolic blood pressure higher than 140 and/or diastolic blood
pressure higher than 90 and/or use of an antihypertensive treatment),
diabetes (defined as fasting blood sugar >7 mmol/L or blood sugar
>11 mmol/L and/or intake of diabetes therapy), hypercholesterolemia
(defined as cholesterol >6.2 mmol/L and/or intake of cholesterol-
lowering drug), and tobacco consumption (defined as non-smoker, for-
mer smoker, or current smoker) were considered potential confound-
ing factors. We adjusted our analyses for factors that may be related to
either the clinical diagnosis of AD or to HSV status to limit a potential
confusion bias. In fact, marital status and socio-economic status have
been associated with HSV infection in previous literature2324 and such
associations were also found in our study sample (results not showed).
Moreover, the clinical diagnosis of AD reflects most of the time a
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TABLE 1 Characteristics of the participants in the study sample
3C-Bordeaux, 2003-2005,n = 1037

Total (N = 1037)

Age Minimum/maximum 69.7/92.2
Mean (standard deviation) 77.7 (4.7)
Sex Men 373(36.0)
Level of education Elementary school without 97 (9.4)
diploma
Short secondary school 519 (50.0)
Higher levels 421 (40.6)
Marital status? Married 533(51.5)
Divorced or separate 81(7.8)
Widowed 350(33.8)
Single 71(6.9)
APOE4? At least one allele 178(17.4)
Hypertension? Yes 775 (74.8)
Diabetes? Yes 126 (12.2)
Hypercholesterolemia Yes 605 (58.3)
Tobacco consumption  Non-smoker 673(64.9)
Former smoker 312(30.1)
Smoker 52(5.0)
Mini-Mental Status Minimum/maximum 18.0/30.0
Examination?®
Mean (standard deviation) 27.7(1.9)

Values are numbers and percentages unless otherwise indicated.

aNumber of missing data: Two for marital status, 14 for APOE4, one
for hypertension, eight for diabetes, and two for Mini-Mental Status
Examination.

multifactorial process, especially in older people, depending certainly
on the presence of specific hallmarks of AD but also on other types of
alterations (vascular pathology being frequently associated with AD),
on the level of cognitive reserve (linked to the level of education) and
the level of social support (linked to marital status).2> Interactions with
the presence of at least one allele €4 of the APOE gene were tested
and considered significant if <0.10. Cox models were then performed
according to APOE4 status. In these models, adjustment variables were
restricted to sex and level of education due to the smaller sample size.
We verified the proportional hazards assumption with Schoenfeld
residuals and by testing interaction with time. All statistical tests were
two-tailed, and the threshold for statistical significance was 5%. Analy-
ses were performed with the statistical software SAS (version 9.4; SAS

Institute).

3 | RESULTS
3.1 | Characteristics of the participants
The main characteristics of the participants are available in Table 1.

The skew toward female participants reflects mainly the French elderly
population, with longer life expectancy for women and thus higher pro-

THE JOURNAL OF THE ALZHEIMER’S ASSOCIATION

portion of women among elderly, and could also partly be explained
by a volunteer bias. The mean follow-up time was 7.4 years (standard
deviation 2.9, min-max 1.1-10.9). IgG and I1gM anti-HSV were present
in 81.4% (844/1037) and 4.5% (47/1037) of the participants, respec-
tively. In IgG-positive participants, the percentage of positive IgM was
5.6% (47/844).

3.2 | Association between HSV status and incidence
of dementia

During the follow-up, 204 participants (19.7%) were diagnosed with
dementia (including 87 probable AD, 47 possible AD, and 22 mixed
dementia). The incidence of dementia was 26.7 cases per 1000
person-years.

Controlling for sex, level of education, marital status, presence
of at least one APOE4 allele, hypertension, diabetes, hypercholes-
terolemia, and tobacco consumption, no significant association was
found between HSV status and incidence of dementia, regardless of
the marker of HSV status considered (see Table 2). Nevertheless, there
were several significant interactions with APOE4 status, and global
analyses were thus incorrect. Cox models were then performed sep-
arately according to APOE4 status.

In individuals with at least one APOE4 allele (Table 3), the associa-
tion between IgG status and incidence of dementia (all types) was close
to significance (P = 0.07, adjusted hazard ratio [aHR] = 2.63, 95% Cl
[0.92-7.50]), whereas among 1gG-positive individuals, being IgM+ or
having a high level of IgG was associated with a threefold higher risk
of developing AD or mixed dementia (aHR = 3.68 [1.08-12.55] for IgM
status and aHR = 3.28 [1.19-9.03] for IgG level in the highest tercile).
As expected, HRs were generally higher for analysis of AD or mixed
dementia than for analyses concerning all types of dementia. No sig-
nificant association was found between HSV status and incidence of
dementia in APOE4-negative subjects with aHR close to 1 in most of
the analyses (Table 4).

4 | DISCUSSION
4.1 | Mainresults

Our results highlight an increased risk of AD in aged individuals
infected with HSV-1 and carriers of a genetic susceptibility factor, the
&4 allele of the APOE gene. Among individuals for whom the frequency
of HSV-1 reactivation is supposed to be high, that is, IgM positive at
blood sampling or with an elevated level of IgG, the risk of AD was
increased threefold with aHRs of 3.68 and 3.28, respectively. No sig-
nificant association was found in APOE4-negative persons.

4.2 | Strengths and limits

The main strengths of our study are its prospective design, its long
follow-up, and the methods used for the diagnosis of dementia. The
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TABLE 2 Association between HSV status and incidence of dementia—Cox models 3C Bordeaux 2003-2014
Unadjusted model (n = 1037 or 844)2 Adjusted modelP (n = 1012 or 824)2
Interaction
Cases HR 95% Cl P-value aHR 95% ClI P-value with APOE4
1gG anti-HSV positive (vs negative)
All dementia 204 125 0.85-1.84 0.25 1.37 0.91-2.06 0.14 0.08
Alzheimer’s disease or mixed dementia 156 1.24 0.80-1.91 0.34 1.27 0.81-2.01 0.30 0.13
In 1IgG+ subjects, IgM anti-HSV positive (vs negative)
All dementia 173 0.73 0.36-1.49 0.39 0.84 0.41-1.73 0.63 0.03
Alzheimer’s disease or mixed dementia 132 0.83 0.39-1.79 0.64 1.00 0.46-2.17 0.99 0.02
In IgG+ subjects, IgG level in terciles®
All dementia 173 0.29
Second tercile (vs first tercile) 1.26 0.84-1.90 0.26 1.24 0.82-1.89 0.31
Third tercile (vs first tercile) 1.16 0.80-1.67 0.43 1.14 0.78-1.68 0.48
Alzheimer’s disease or mixed dementia 132 0.09
Second tercile (vs first tercile) 1.26 0.79-1.99 0.34 1.23 0.76-1.97 0.40
Third tercile (vs first tercile) 1.12 0.74-1.70 0.59 1.10 0.71-1.69 0.68

Abbreviations: 95% Cl, 95% confidence interval; aHR, adjusted hazard ratio; HR, hazard ratio.

aNumber of subjects for analysis in the whole sample or in the subsample of IgG+ subjects, respectively.

bAdjustment for sex, level of education, marital status, presence of at least one allele of APOE4, hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, and tobacco
consumption.

€IgG level in the first tercile was <19.2, in the second tercile, >19.2 and <30.01, and in the third tercile, >30.01.

TABLE 3 Association between HSV status and incidence of dementia in APOE4-positive subjects—Cox models. 3C Bordeaux 2003-2014

Unadjusted model (n = 178 or 140)? Adjusted model® (n = 178 or 140)?

Cases HR 95% ClI P-value aHR 95% ClI P-value
1gG anti-HSV positive (vs negative)
All dementia 43 3.06 1.09-8.57 0.03 2.63 0.92-7.50 0.07
Alzheimer’s disease or mixed dementia 36 261 0.92-7.39 0.07 224 0.78-6.46 0.14
In 1IgG+ subjects, IgM anti-HSV positive (vs negative)
All dementia 39 2.72 0.82-8.99 0.10 3.09 0.92-10.42 0.07
Alzheimer’s disease or mixed dementia 32 321 0.96-10.69 0.06 3.68 1.08-12.55 0.04
In IgG+ subjects, IgG level in terciles®
All dementia 39
Second tercile (vs first tercile) 1.51 0.62-3.72 0.37 1.62 0.65-4.03 0.30
Third tercile (vs first tercile) 2.18 0.94-5.04 0.07 2.25 0.97-5.24 0.06
Alzheimer’s disease or mixed dementia 32
Second tercile (vs first tercile) 2.11 0.72-6.17 0.17 2.16 0.73-6.43 0.17
Third tercile (vs first tercile) 3.19 1.17-8.73 0.02 3.28 1.19-9.03 0.02

Abbreviations: 95% Cl, 95% confidence interval; aHR, adjusted hazard ratio; HR, hazard ratio.

aNumber of subjects for analysis in the whole sample or in the subsample of IgG+ subjects, respectively.
bAdjustment for sex and level of education.

¢1gG level in the first tercile was <19.2, in the second tercile, >19.2 and <30.01, and in the third tercile, >30.01.

repeated evaluations of various neurocognitive functions by trained
psychologists, the second examination by a neurologist or a geriatri-
cian for subjects with suspicion of cognitive decline, and the validation
and classification of dementia cases by a group of experts have allowed
a high-quality diagnosis. Nevertheless, the risk of informative cen-
sorship, inherent to our prospective design, cannot be excluded and
the small number of participants diagnosed with non-AD dementias

(n=48 among them seven APOE4 carriers) prevented us from carrying

out analyses to further test the specificity of the association between
HSV and AD. The absence of available amyloid or tau markers for AD
diagnosis is due to the logistic difficulties in performing cerebrospinal
fluid examinations or PET scans on such a large sample living in the
community and to the absence of validated markers in plasma. Despite
some known selection bias (volunteers, urban recruitment, duration
of the follow-up, and acceptance of blood sampling), the study has

the advantage of including a population cohort, rather than a hospital
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TABLE 4 Association between HSV status and incidence of dementia in APOE4- negative subjects—Cox models. 3C Bordeaux 2003-2014

Unadjusted model (n = 845 or 693)?

Adjusted model® (n = 845 or 693)2

Cases HR
1gG anti-HSV positive (vs negative)
All dementia 158 1.08
Alzheimer’s disease or mixed dementia 117 1.09

In 1IgG+ subjects, IgM anti-HSV positive (vs negative)

All dementia 132 0.53
Alzheimer’s disease or mixed dementia 98 0.55
In IgG+ subjects, IgG level in terciles®
All dementia 132
Second tercile (vs first tercile) 1.21
Third tercile (vs first tercile) 1.04
Alzheimer’s disease or mixed dementia 98
Second tercile (vs first tercile) 1.14
Third tercile (vs first tercile) 0.89

95% Cl P-value aHR 95% Cl P-value
0.71-1.64 0.72 1.01 0.66-1.55 0.96
0.66-1.78 0.75 0.99 0.60-1.64 0.98
0.22-1.31 0.17 0.58 0.24-1.44 0.24
0.20-1.51 0.25 0.60 0.22-1.65 0.32
0.76-1.93 041 1.16 0.73-1.85 0.53
0.69-1.57 0.87 0.98 0.64-1.49 0.92
0.67-1.93 0.63 1.09 0.64-1.85 0.75
0.55-1.43 0.63 0.83 0.51-1.34 0.44

Abbreviations: 95% Cl, 95% confidence interval; aHR, adjusted hazard ratio; HR, hazard ratio.
aNumber of subjects for analysis in the whole sample or in the subsample of IgG+ subjects, respectively.

b Adjustment for sex and level of education.

IgG level in the first tercile was <19.2, in the second tercile, >19.2 and <30.01, and in the third tercile, >30.01.

cohort, and is, thus, more representative of the general population. The
availability of HSV serologies across the entire 3C cohort would have
increased the statistical power of our analyses and is indeed a limita-
tion of our study. However, despite this reduced sample and thanks
to the availability of genetic data, we were able to perform stratified
analyses on APOE4 status, which led to statistically significant results
but constrained us to limit the set of adjustment variables. Other
strengths of our analysis are the low level of missing data, use of an
appropriate statistical model, and low risk of reverse causality due to
the prospective design. The HSV serology used in this study has a sen-
sitivity of 99% and a specificity of 97% according to the manufacturer,
but it does not distinguish between HSV-1 and HSV-2. In subjects
over 50 years old, the lower prevalence of HSV-2 (~20%) compared
to HSV-1 (~80%)' minimizes the importance of this limitation.
Moreover, because HSV serology simultaneously reflects the intensity
of HSV-1 infection and the intensity of the related immune response,
its interpretation is difficult. We hypothesized that IgM-positive
subjects at blood sampling were more likely to have a higher frequency
of reactivation than others. We also supposed that in infected subjects,
a higher level of I1gG was a marker of a more important history of
reactivations; the hypothesis was that each reactivation over time led
to an increase in the number of B lymphocytes specialized for HSV-1

and, consequently, to a higher level of anti-HSV IgG.

4.3 | Interpretation in light of literature
4.3.1 | Previous studies

Epidemiological results concerning the association of HSV-1 infec-

tion and dementia are heterogeneous, as recently reviewed in a

meta-analysis by Warren et al.2é Several studies that investigated the
association between IgG status and dementia have found either no
association or, more rarely, an increased risk of dementia in infected
subjects. Concerning the level of IgG, the results were in favor of
either no association with dementia or an increased risk of dementiain
subjects with high levels of 1gG. Of interest, Mancuso et al. and Costa
et al. showed a significantly higher level of IgG anti-HSV in AD versus
controls and an intermediate level in subjects with mild cognitive
impairment.27-28 Fewer studies have investigated the impact of recent
reactivations (ie, IgM+) on the risk of AD. The results from the French
cohort PAQUID have highlighted an increased risk of incident AD in
IgM-positive subjects (aHR = 2.55 [1.38-4.72]).1> These results have
been replicated in the Swedish cohort BETULA, where similar results
were found (aHR = 1.693 [1.003-2.858]).1¢ In this last cohort, a lower
decline in episodic memory was paradoxically reported in infected
subjects with a recent reactivation (IgG+ IgM+) versus infected
subjects without a recent reactivation (IgG+ IgM—),2? and no associ-
ation between IgM status and dementia was highlighted in a nested
case-control study3® from the same group. This heterogeneity could
partly be explained by methodological discrepancies. In older studies,
small sample sizes and/or less sensitive methods to detect HSV anti-
bodies could have led to non-significant results.31-33 Two factors seem
essential to consider for the hypothesis of an implication of HSV-1 in

the onset of AD to be valid: age and presence of susceptibility factors.

4.3.2 | Delayed onset of Alzheimer’s disease
and immunosenescence

Although HSV-1 primary infection often occurs at a young age, the late

onset of AD suggests a delayed effect of HSV-1 on cognitive functions.
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This effect could be either initiated or strengthened by a trigger occur-
ring in aged subjects. Immunosenescence is supposed to be that trigger.
In fact, it affects cells essential to the maintenance of HSV-1 latency,3*
the CD8+ T lymphocytes. Considering this information, research needs
to assess the association of HSV-1 and dementia in subjects old enough
to allow HSV-1 to express its deleterious impact. In a cohort includ-
ing younger subjects, an interaction with age would need to be con-
sidered, looking for an increased effect of HSV-1 with age, as shown in
a recent analysis from Lévheim et al.2? Testing an interaction directly
with immunosenescent markers could enhance the accuracy of future
analyses, as age is only one of the determinants of immunosenescence.
For example, the presence of chronic coinfections could prematurely
exhaust the immune system, and a recent study has already highlighted
an interaction between HSV-1 and a known contributor of immunose-

nescence, CMV infection, for the risk of AD development.3°

4.3.3 | Presence of susceptibility factors

Because a high frequency of the population is infected by HSV-1, the
presence of susceptibility factors (environmental, viral, or genetic) is
needed to explain why some infected subjects develop AD but not all
and may partially explain variations concerning the age at onset of AD.
Viral factors (such as viral load, strain, neurovirulence, coinfections,
and frequency of reactivation) have not yet been investigated and may
help to identify subjects at higher risk of AD. Concerning genetic sus-
ceptibility factors, previous studies have mainly investigated the APOE
gene, showing arguments in favor of an interaction between HSV-1
infection and APOE status. In murine studies, APOE4 was associated
with a higher HSV-1 load in mouse brains compared to APOE3.36-38
APOE4 carriers were also shown to be more at risk of cold sores.37-41
At the same time, APOE status has been linked to either the frequency
or extent of other viral infections such as HIV, hepatitis C virus, or
varicella zoster virus (reviewed in Itzhaki et al.#2) and to some related
neurological complications such as dementia or peripheral neuropathy
in HIV-infected subjects.*3> Among epidemiological studies, the results
are heterogeneous. Letenneur et al. found no interaction between HSV
status and APOE4,15 whereas Lévheim et al. evidenced an increased
risk of decline in episodic memory associated with HSV-1 seropos-
itivity in APOE4-positive subjects.2? Several mechanisms have been
proposed to explain the interaction between apoE4 and HSV-1. apoE
and HSV-1 use the same binding site to enter the cell, the heparan
sulfate proteoglycans.** Thus, it was proposed that HSV-1 competes
more effectively with apoE4 than apoE3, facilitating its entry into
neurons and its spread from neuron to neuron. Other results suggest
an impact of the APOE allele on the response to HSV-1 damage.
Indeed, it was shown that the antioxidant activity of apoE4 was less
important than that of apoE3 and apoE2.4°

Numerous other genetic risk factors of AD have also been linked
to the viral cycle of HSV-1 in the neuron and to the immune
response.>~74¢ The combination of all these genetic risk factors may
explain the propensity of a subject to develop cognitive disorders due
to HSV-1.

4.3.4 | CONCLUSION

Our results suggest an increased risk of AD in aged subjects infected
with HSV-1 and carriers of a genetic susceptibility factor, the £4 allele
of the APOE gene. This finding is in accordance with an increasingly
solid pathophysiological rationale in favor of the implication of HSV-1
in the onset of AD. Our hypothesis provide arguments to some of
the key questions regarding the origins of AD as proposed in a paper
published in 2015.47 Among them, we bring results in favor of an
interaction between HSV-1 infection and APOE as well as elements
for the possible underlying mechanism, which may explain at least par-
tially the relation between APOE4 and the onset of AD. Moreover, the
decrease of immune defenses with age and its implication on HSV-1
reactivations may also explain the relationship between aging and AD.
In addition, due to its affinity for the temporal cortex and its capacity
to travel from neuron to neuron to progressively affect other areas of
the brain, HSV-1 infection may also explain the patterns of progression
of the disease. Furthermore, HSV-1 virus could interfere with the key
hallmarks of AD pathology, via the possible role of ag in the antimicro-
bial response and the possibility to provoke other hallmarks of AD, as
shown in cells or animals models. Considering the optimistic results
regarding the efficacy of treatment in in vitro or animal studies,*8->0
the infectious hypothesis deserves further investigation in regard to
the possibilities of effective preventive treatments of AD. Two clinical
trials evaluating the efficacy of valaciclovir in subjects with AD or mild
cognitive impairment are currently underway in Sweden and in the
United States (NCT02997982 and NCT03282916). A further under-
standing of susceptibility factors implicated in the relation between
HSV-1 and AD could help to select participants for further preventive
trials.
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Herpes simplex virus and Alzheimer’s disease

Abstract

While previous studies suggest the implication of herpes simplex virus (HSV) in the onset of
Alzheimer’s disease (AD), no study has investigated its association with early neuroimaging
markers of AD. In the Three-City and the AMI cohorts, the associations between HSV
infection and i) hippocampal volume (n=349), ii) white matter alterations in the
parahippocampal cingulum and fornix using diffusion tensor imaging (n=260) and iii)
incidence of AD (n=1599) were assessed according to APOE4 status. Regardless of APOE4
status, infected subjects presented significantly more microstructural alterations of the
parahippocampal cingulum and fornix while lower hippocampal volumes were found only
when their anti-HSV IgG level was in the highest tercile — reflecting possibly more frequent
reactivations of the virus (p=-0.011 standard deviation=0.005 p=0.03). Among APOE4
carriers, infected subjects presented lower hippocampal volumes, although not significant
(B=-0.016 standard deviation=0.009 p=0.09), and a 2- or 3-times higher risk of developing
AD (adjusted Hazard Ratio (aHR)=2.72 [1.07-6.91] p=0.04 for infected subjects and
aHR=3.87 [1.45-10.28] p=0.007 for infected subjects with an anti-HSV IgG level in the
highest tercile). Among APOE4 noncarriers, no association was found regarding hippocampal
volumes or incident AD. Our findings support an association between HSV infection and AD
and a potential interaction between HSV status and APOE4. This reinforces the need to
further investigate the infectious hypothesis of AD, especially the associated susceptibility

factors and the possibility of preventive treatments.
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by visible changes
within the brain several years before the clinical stage of dementia (1), including hippocampal
atrophy and microstructural alterations of white matter (WM) (2-5). Nevertheless, although
the temporality and topography of the clinical and biological markers of AD have been better

described, the cause of the disease remains misunderstood.

Several studies have suggested the implication of infectious agents in AD pathophysiology
(6), with herpes simplex virus type 1 (HSV-1) being one of the most investigated candidates
(7,8). In fact, the implication of HSV-1 could potentially explain the location, chronology and
the type of damage described in AD. First, HSV-1 is a neurotropic virus with a particular
tropism for the temporal cortex, as shown by the localization of lesions in HSV-1 encephalitis
and postmortem studies highlighting the presence of HSV DNA in the brains of older adults
(reviewed in (9)). HSV-1 also has the ability to move from neurons to neurons, which could
explain the progression of lesions to other brain areas (10,11). Second, HSV-1, which remains
in a latent state throughout life after primary infection, can periodically reactivate during a
temporary immune decline. With advancing age, the development of a long-lasting
immunosenescence (12,13) may allow more frequent and/or more intense reactivations of the
virus (14), thereby explaining the progressive and relatively late onset of AD. Third, insights
from in vitro and animal studies revealed that the inoculation of HSV-1 leads to the
development of the main hallmarks of AD, in particular neuro-inflammation, amyloid
deposits and phosphorylated Tau(reviewed in (15,16)), and that the accumulation of the
peptide AP may be due to its potential antimicrobial role (6,17,18). Finally, HSV-1 could be
linked to genetic risk factors of AD (19,20), especially ApoE4. The existence of such genetic

susceptibility factors could explain why, despite a seroprevalence of approximately 80% in
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the elderly (21), some infected individuals remain “healthy carriers”, while others develop

clinical consequences of the infection.

However, results from epidemiological studies are still inconsistent concerning the association
between HSV infection and cognitive decline or dementia (reviewed in (22)) and, if HSV has
been related to gray matter volume among AD patients (23-25), no study has investigated its

association with earlier neuroimaging markers of AD among the elderly.

In the present study, we aimed to evaluate the association between HSV status and i)
hippocampal volume (HV), ii) WM alterations in the cingulum and the fornix which are the
main afferent and efferent axonal bundles of the hippocampus in two population-based
prospective cohorts of older adults. We also complement our previous results (26) in a larger

study sample regarding its association with dementia incidence.

2. Materials and methods

2.1 Design and participants

The study sample comes from two population-based prospective cohorts: the Three-City study
(3C) and the Aging Multidisciplinary Investigation study (AMI). A detailed description of
both study protocols was previously published (27,28). Briefly, the 3C cohort initially aims to
assess the effect of vascular factors on cognitive impairment in three French areas (Bordeaux,
Dijon, and Montpellier). In Bordeaux, 2104 participants aged 65 years or older, non-
institutionalized, and enrolled from electoral lists were included in 1999-2001. The AMI
cohort aims to study health and aging among the elderly population living in rural settings. In
2007-2009, 1002 retired farm workers or owners from the south-west of France who were
aged 65 years or older were enrolled from the reimbursement database of the French Farmer

Health Insurance System. Data on sociodemographic status, lifestyle and health were
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collected during home visits 2, 4, 7, 10, 12, and 14 years and 2, 4 and 7 years after inclusion
respectively for 3C and AMI. The Ethical Committee of the University Hospital of Kremlin-
Bicétre and Sud-Mediterranée 111 for 3C and of Bordeaux for AMI approved the research

protocol. Each participant provided signed informed consent.

2.2 Determination of HSV status

HSV serologies were based on blood samples provided at the 4-year follow-up visit for 3C
(n=1258) and at inclusion for AMI (n=609) (Supplementary Figure 1). Two types of anti-
HSV antibodies were determined: anti-HSV IgG, reflecting an infection by the virus, and anti-
HSV IgM, possibly representing a reactivation of the virus in the weeks before blood
sampling. We used LIAISON® HSV-1/2 IgG / IgM tests (Diasorin — Saluggia, Italy -
chemiluminescence immunoassay technology) (details in Supplementary Information)..
Participants were excluded if their serology was inconclusive (n=40) or if they presented 1gG-
IgM+ status (n=5) reflecting either a primary infection (unlikely given the advanced age of

the participants) or IgG false negative or IgM false positive (Supplementary Figure 1).

2.3 Incidence of AD

In both cohorts, an active screening of cognitive and functional decline was performed at each
visit by a trained neuropsychologist. When cognitive impairment was suspected, a second
evaluation was performed by a geriatrician or a neurologist to confirm the diagnosis of
dementia using the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition
criteria (29) and to determine the etiology. Each case of dementia was then reviewed by a
committee of experts according to the NINCDS-ADRDA criteria for AD. For statistical

analyses of the incidence of AD (including pure AD and mixed dementia), we excluded
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subjects with prevalent dementia at the time of serology (n=133) and subjects without any
follow-up after the time of serology (n=171). Analyses were carried out on 1599 participants
(Supplementary Figure 1). Among them, the participants from 3C were already included in

previous published results (26).

2.4 Magnetic resonance imaging acquisition and processing

Magnetic resonance imaging (MRI) were performed using an ACHIEVA 3T scanner (Philips
Medical System, Netherlands) (details in Supplementary Information) on a subsample of 238
participants 6 years after the serology in 3C and 200 participants 4 years after the serology in

AMI. Among these subjects, 387 had anti-HSV serologies.

3D T1 weighted images were used to segment the hippocampus using FIRST implemented in
FMRIB Software Library v5.0 (FSL, (30)). The quality of segmentation was checked
manually for each subject with minimal manual editing if necessary. A total of 35 participants
had no available measure of the HV and 3 participants were already demented at the time of
the serology, resulting in the inclusion of 349 subjects in this analysis (Supplementary Figure
1). Right and left HVs were extracted, averaged and expressed as a percentage of the total

intracranial volume (TIV).

WM integrity was assessed using diffusion tensor imaging (DTI). Of 387 participants initially
included in the MRI study, 259 participants had available diffusion weighted images
(Supplementary Figure 1). None of them were demented at the time of the serology. Briefly,
fractional anisotropy (FA), mean diffusivity (MD), and axial and radial diffusivities (AxD,
RD) maps were obtained using FMRIB’s Diffusion Toolbox (FDT), part of FSL. A Tract
Based Spatial Statistics (31) pipeline was used to project FA, MD, AxD and RD values on a

study-specific mean FA skeleton template. Within the WM skeleton mask, FA and diffusivity

6
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values were extracted for two axonal bundles: the fornix and the cingulum in the portion
running along the hippocampus, as defined in the Johns Hopkins University atlas (stria
terminalis of the fornix and hippocampal cingulum). FA ranges from 0 to 1 and evaluates the
directionality of water diffusion in the brain. In WM, an FA value close to 1 indicates that
water molecules preferentially move in one main direction (anisotropic motion), along axonal
fibers. MD represents the average amplitude of water diffusion movements measured in the
three space directions (x,y,z), AXD the diffusivity in the main direction and RD the average of
the diffusivity in the two remaining directions. High FA and low diffusivity values reflect a

high level of structural coherence and undamaged axon fiber architecture.

2.5 Statistical analysis

For analyses of HV and WM integrity, we considered only 1gG antibodies because small
sample sizes prevented us from analyzing IgM. Both the presence and the levels of 1gG in
terciles were considered. The use of a continuous variable for 1gG levels was not possible due
to the presence of an upper limit of quantification. Linear regression models adjusted for age
at serology, sex, level of education, presence of at least one allele of APOE4, hypertension,
diabetes and cohort were performed. Normality of residuals and homoscedasticity were
assessed using a histogram of residuals, a normal quantile-quantile plot of residuals and a plot

of residuals versus predicted values.

For analyses of the incidence of AD, we considered the presence of IgG and IgG levels in
terciles. The existence of an interaction with time prevented us from analyzing the IgM status.
Cox models, using age as timescale, were performed (32). The results are presented as the
cause-specific hazard ratios (HRs) with their 95% confidence intervals (95% Cls) and p-

values. Age at dementia onset (AD or other types) was defined as the middle of the time
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interval between the last visit without dementia and the diagnosis visit. Participants who
developed another type of dementia were censored at the age of onset of dementia.
Nondemented participants (included the deceased without dementia) were censored at the age
of the last visit without dementia. We considered the following confounding factors in
addition to age (as timescale): sex, level of education, marital status, presence of at least one
allele of APOE4, hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, tobacco use and cohort. The
proportional hazards assumption was assessed with Schoenfeld residuals and by testing

interactions with time.

For all analyses, we tested the existence of an interaction between APOE4 and HSV status. As
we assumed a priori a different impact of HSV infection according to the APOE4 status,
analyses were then systematically stratified by APOEA4. In the stratified models, due to the
small sample sizes, the adjustment variables were restricted to age, sex and cohort for linear
regression models and to age (as a timescale), sex, level of education and cohort for Cox
models. For the same reason, we did not considered the levels of 1gG in terciles in the

stratified samples.

All statistical tests were two-tailed, and the threshold for statistical significance was 5%.

Analyses were performed with SAS software (version 9.4 SAS Institute).

3. Results

3.1 Characteristics of participants

The characteristics of participants are presented in Table 1 in the three studied samples: HV
(n=349), WM integrity (n=259) and AD incidence (n=1599). In the latter, participants were
77 (£5) years old, 45% were male and 18% were APOE4 carriers. In this sample 83%

(n=1327) had anti-HSV IgG and these tended to be more often women, widowed, with a
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lower level of education, more hypertension and more often non-smoker (Supplementary

Table 1).

3.2 Association between HSV status and HV

Among the available sample, 80.5% (n=281) had anti-HSV IgG. The mean HV expressed as a

percentage of the TIV was 0.25 £ 0.03 (Table 2).

In non-stratified analyses (Table 3), there was no significant difference in HV between
infected and uninfected subjects (p=0.19). Nevertheless, when considering the levels of 1gG
in terciles, subjects with an 1gG level in the highest tercile had a lower HV compared to

uninfected subjects ($=-0.011 standard deviation=0.005 p=0.03) (Figure 1).

The p-value of the interaction between the presence of anti-HSV IgG and APOE4 was equal
to 0.15 (Table 3). In APOEA4 carriers (n=69), the association between the presence of IgG and
lower HVs was close to significance (f=-0.016 standard deviation=0.009 p=0.09). No

association was observed among APOE4 noncarriers (n=262, p=0.71).

3.3 Association between HSV status and WM microstructural integrity

Among the available sample, 80% (n=206) had anti-HSV IgG. FA, MD, AxD and RD for the
parahippocampal cingulum and fornix are presented in Table 2. Regardless of APOE4 status
(Table 3), the presence of anti-HSV IgG was significantly associated with low FA, high MD
and high RD of the parahippocampal cingulum and fornix. No significant associations were
observed between the presence of 1IgG and AxD. Although there were significant associations
for several 1gG terciles, there were no clear trend for an increase in DTI alterations with

increasing IgG levels (Figure 1).
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There were no significant interaction between the presence of anti-HSV 1gG and APOE4 for

DTI parameters (Table 3).

3.4 Association between HSV status and the incidence of AD

Among the 1599 participants, 83% (n=1327) had anti-HSV IgG. During the follow-up (mean
time=6.8 years, standard deviation 2.6), 293 cases of dementia were diagnosed, including 222

cases of AD, with an incidence rate of 20.6 cases of AD per 1000 person-years.

The p-value of the interaction between the presence of anti-HSV IgG and APOE4 was equal
to 0.05 (Table 4). In APOEA4 carriers (n=271), the presence of 1gG was significantly
associated with an increased risk of AD (aHR=2.72 [1.07-6.91] p=0.04) and subjects with an
IgG level in the highest tercile had an increased risk of AD compared to uninfected subjects
(aHR=3.87 [1.45-10.28] p=0.007) or compared to infected subjects with an 1gG level in the
lowest tercile (aHR=2.30 [1.08-4.91] p=0.03). In APOE4 noncarriers, no significant

association was observed.

4. Discussion

4.1 Main results

Our findings suggest an increased risk of AD in subjects infected by HSV. Infected subjects
with an anti-HSV 1gG level in the highest tercile (possibly reflecting more frequent
reactivations over time) had lower HV compared to uninfected subjects. Infected subjects
presented also more microstructural alterations of the parahippocampal cingulum and fornix
regarding FA, MD and RD. Our results are also in favor of an interaction between being

infected with HSV and APOEA4 status regarding advanced markers of the disease (HV and

10
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then incidence of AD). Among APOEA4 carriers, infected subjects presented lower HVs,
although not significant, and had a 2-times higher risk of developing AD and a 3-times higher
risk if their anti-HSV 1gG level was in the highest tercile. Among APOE4 noncarriers, no

associations were observed between HSV status and HV or incidence of AD.

4.2 Strengths and limitations

Our study has several strengths. The cohorts benefit from a population-based recruitment
strategy allowing for the inclusion of participants regardless of their cognitive performance,
unlike clinical studies. Nevertheless, some selection bias persists (volunteer bias, acceptance
of neuroimaging examination and blood sampling). The HSV serology used has excellent
sensitivity and specificity (99% and 97%according to the manufacturer), and the
seroprevalence observed in our population was in accordance with previous studies (21). This
serology does not, however, distinguish between HSV-1 and HSV-2 infections, but it seems
to be a minor limitation regarding the relatively low prevalence of HSV-2 (= 20%) compared
to that of HSV-1 (= 80%) in aged subjects and the tropism of HSV-2 for genital locations that
makes it unlikely to be involved in the development of AD. Thus, the detection of both HSV-
1 and HSV-2 probably underestimated the observed associations rather than the opposite. Our
study has numerous and valuable neuroimaging data on both HV and WM integrity. The
availability of genetic data on APOE4 allowed us to perform stratified analyses, but, due to
the small number of APOE4 carriers, analyses were adjusted only for a limited number of
potential confounders. Note that, as sensitivity analyses, the stratified models were also
carried out with the full set of adjustment variables. The results were unchanged except for
two analyzes concerning the parahippocampal fornix: the association became non-significant
among the APOEA4 carriers for RD (p=0.06 vs 0.04) and significant among the APOE4

noncarriers for FA (p=0.048 vs 0.06).
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Concerning the incidence of AD, the prospective design allowed for the diagnosis of incident
cases over 10 years in 3C and 7 years in AMI with a low rate of loss to follow-up. An active
screening of dementia cases was performed over the follow-up, and special attention was paid
to the quality of the clinical diagnosis. Although the availability of AD biomarkers obtained
through lumbar puncture or PET imaging would have enhanced the accuracy of the etiological
diagnosis, their cost, accessibility and acceptability prevent their use in these population-

based cohorts.

4.3 Interpretation in light of the literature

4.3.1 Associations between the presence of anti-HSV IgG, hippocampal volume and

WM alterations

Regardless of the APOE status, infected subjects with an IgG level in the highest tercile
(reflecting more frequent reactivations of the virus (14)) presented lower HVs compared to
uninfected subjects. Infected subjects had also more microstructural alterations in the
parahippocampal cingulum and fornix, including lower FA, and higher MD and RD, than
uninfected subjects. To our knowledge, this is the first study evaluating the association
between the presence of anti-HSV 1gG and HV and WM integrity in older adults. Previous
studies exploring the association between HSV status and neuroimaging markers were
conducted on different populations. Among AD patients, studies (23-25) have previously
highlighted a positive correlation between the level of anti-HSV 1gG and gray matter
volumes, including the volumes in the orbitofrontal cortex and temporal poles. In
schizophrenic patients, studies (33-35) revealed an association between HSV infection and
cortical atrophy, especially over frontal regions and the cingulate cortex. Finally, in five

individuals with a history of HSV-1 encephalitis, a neuroimaging evaluation a few years later
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(median time 4 years) (36) revealed no significant difference in HV or thickness in the
contralateral hemisphere compared to 51 age-matched controls, while a reduction in FA and
an increase in MD and RD parameters were reported in bundles connecting the medial

temporal lobe to other brain areas.

Although white matter alterations can be seen in neurological pathologies other than AD, the
fornix and cingulum bundles are connecting tracts of the limbic system that are thought to be
altered prematurely in AD processes. Indeed, previous reports have found significant
alterations in DT parameters in the cingulum or fornix among AD patients, patients with mild
cognitive impairment (MCI) or cognitively normal adults who developed amnestic MCI (2—

5).

Moreover, while the interpretation of DT parameters remains debated (37), alterations of RD
are assumed to reflect myelin damage, suggesting a pathophysiological mechanism
underlying the association between HSV infection and AD. Notably, the occurrence of
demyelination in the central nervous system following HSV infection was also previously

reported in murine studies (38,39).

4.3.2 Associations between HSV status and the incidence of AD according to APOE4

status

Our results highlight an association between the presence of anti-HSV 1gG and an increased
risk of AD among APOE4 carriers. While studies that have not stratified on APOE status
report conflicting results regarding this association (reported in (22)), a significant increased
risk of episodic memory decline was found among APOEA4 carriers within the Betula study

(40).
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Finally, we highlighted an increased risk of AD among APOE4 carriers with a high level of
anti-HSV 1gG. Regardless of the APOE status, other studies have observed an increased risk
of AD in subjects with frequent reactivations, identified either by the presence of IgM (41,42)

or by a high level of IgG (25).

4.3.3 Interaction between APOE4 and the presence of anti-HSV IgG

Even if the interaction test was not significant at the level of 0.05, the results of the stratified
analyses support the existence of an interaction between APOE4 status and the presence of
anti-HSV 1gG considering both the risk of AD and lower HVs while no interaction was
observed for WM integrity. This apparent discrepancy might reflect a differential impact of
APOE4 on grey and white matters as suggested in some studies showing that APOE4 carriers
did not differ from non-carriers in DT parameters of the cingulum and fornix bundles (43).
This is consistent with our data where infected APOE4 carriers had lower HVs while they did

not differ from noncarriers regarding DT parameters (data no shown).

The existence of such an interaction has been reported in the literature. Concerning the risk of
AD, our observation is in accordance with results from the Betula Swedish cohort (40,44),
whereas such interaction was not observed in the PAQUID cohort (42). The existence of an
interaction between APOE4 and HSV status has previously been discussed in postmortem
studies reporting the presence of HSV DNA in brain regions of older adults according to
APOE4 status (45-48), but the results remain controversial. More recently, murine studies
have also highlighted an increased HSV-1 load in the brain of APOE4 carriers compared to
APOES3 carriers (49-51), and a pathophysiological explanation has been proposed: HSV-1
and the ApoE protein compete for the same binding site to enter neurons. ApoE4, competing

less efficiently with HSV-1, facilitates the infection of neurons by the virus (52). Accordingly,
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APOEA4 status is related to an increased risk of cold sores (47,48,53) and to the severity of

other viral infections (reviewed in (54)).

The existence of such susceptibility factors — APOE4 but probably also other genetic factors
involved in particular in the immune response — would be important to identify subjects who
will develop clinical consequences of the infection of those who will remain “healthy

carriers”.

4.3.4 Conclusion

While the underlying mechanism remains uncertain and may involve direct action of the virus
and/or the immune response against it, our findings suggest an association between HSV-1
infection and markers of AD pathology. These results reinforce the need to further investigate
the infectious hypothesis of AD, especially the associated susceptibility factors such as

APOE4 and the possibility of preventive treatments.
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Figure 1: Association between the levels of anti-HSV 1gG in terciles and hippocampal volume or white matter integrity. Adjusted linear regression models. 3C

and AMI cohorts.
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Abbreviations: T1 T2 T3: 1st, 2nd and 3rd terciles of anti-HSV 1gG, TIV: total intracranial volume, fornix and cingulum: parahippocampal fornix and

cingulum

The bars show the regression coefficients with their 95% confidence interval (reference: uninfected subjects). Linear regression models are adjusted for age at
serology, sex, level of education, presence of at least one allele of APOE4, hypertension, diabetes and cohort.
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Supplementary Figure 1: Flow chart of participants
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Abbreviations: 3C= Three-City cohort, AMI= Aging Multidisciplinary Investigation cohort, HSV=herpes simplex virus, MRI= magnetic resonance imaging
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Table

Table 1: Characteristics of participants included in analyses on hippocampal volume, white matter
integrity and incidence of AD. 3C and AMI cohorts.

Sample for Sample for white Sample for
hippocampal matter integrity  incidence of AD
volume analyses analyses analyses (N=1599)
(N=349) (N=259) N (%)
N (%) N (%)
Age Mean (standard deviation) 74.1 (4.5) 73.9 (4.3) 76.7 (5.3)
Minimum / Maximum 65.9/85.3 65.9/85.0 65.7/96.1
Sex Male 163 (46.7) 119 (45.9) 716 (44.8)
Level of education Elementary school without diploma 70 (20.1) 51 (19.7) 361 (22.6)
Short secondary school 165 (47.3) 118 (45.6) 787 (49.2)
Higher levels 114 (32.7) 90 (34.7) 451 (28.2)
Marital status? Married 232 (66.7) 174 (67.2) 934 (58.5)
Widowed 79 (22.7) 57 (22.0) 470 (29.4)
Single or divorced or separate 37 (10.6) 28 (10.8) 192 (12.0)
APOE4! At least one allele 69 (20.8) 51 (20.9) 271 (17.5)
Hypertension®2 Presence 258 (74.1) 186 (72.1) 1266 (79.3)
Diabetes!? Presence 26 (7.4) 17 (6.6) 199 (12.5)
Hypercholesterolemial?  Presence 204 (58.5) 155 (59.8) 933 (58.4)
Tobacco consumption®  Former or current smoker 121 (34.7) 91 (35.1) 555 (34.8)
Anti-HSV 1gG Positive 281 (80.5) 206 (79.5) 1327 (83.0)
Anti-HSV IgM Positive 11 (3.2) 9(3.5) 61 (3.8)

Abbreviations: AD Alzheimer’s disease

! The number of missing data were 1, 0 and 3 for marital status, 18, 15 and 54 for APOE4, 1, 1 and 3 for hypertension, 0, 0 and 8 for
diabetes, 0, 0 and 1 for hypercholesterolemia and 0, 0 and 6 for tobacco consumption for the samples used for hippocampal volume
analyses, white matter integrity analyses and incidence of Alzheimer’s disease analyses respectively.

2 Hypertension was defined as taking antihypertensive treatment or having blood pressure > 140/90 mmHg (vs blood pressure <140/90
mmHg without antihypertensive treatment). Diabetes was defined as taking anti-diabetic treatment or having fasting blood sugar > 7
mmol/L or > 11 in case of non-fasting blood sugar (vs fasting blood sugar < 7 mmol/L or <6.1 in case of non-fasting blood sugar and
without anti-diabetic treatment). Hypercholesterolemia was defined as taking lipid-lowering treatment or having cholesterol level > 6.2
mmol/L (vs cholesterol level <6.2 mmol/L without lipid-lowering treatment).
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Table 2: Hippocampal volume and white matter integrity of the parahippocampal cingulum and
fornix. 3C and AMI cohorts.

Total
Mean Minimum /
(SD) Maximum
Hippocampal and total intracranial volumes
(n=349)
Total intracranial volume in cm? 1329.3 (127.4)  1054.9/1758.7
Mean hippocampal volume in cm? 3.27 (0.45) 2.05/4.35
Hippocampal volume (% TIV) 0.25 (0.03) 0.15/0.32
DTI parameters (n=259)
Parahippocampal cingulum
Fractional anisotropy 0.45 (0.04) 0.34/0.56
Mean diffusivity (in 10 mm?/s) 772.3 (39.8) 687.3/896.2
Axial diffusivity (in 10 mm?/s) 1207.6 (60.7)  1039.7/1367.6
Radial diffusivity (in 10° mm?/s) 554.6 (42.7) 453.5/684.7
Parahippocampal fornix
Fractional anisotropy 0.52 (0.04) 0.40/0.62
Mean diffusivity (in 10 mm?/s) 808.9 (69.1) 701.3/1148.4
Axial diffusivity (in 10 mm?/s) 1305.5 (81.7) 1144.1/1625.5
Radial diffusivity (in 10 mm?/s) 560.7 (72.2) 430.9/939.6

Abbreviations: TIV total intracranial volume; SD standard deviation; DTI diffusion tensor imaging
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Table 3: Association between the presence of anti-HSV 1gG and hippocampal volume or white matter integrity. Adjusted linear regression models. 3C and

AMI cohorts.
All subjects APOE4-positive subjects APOE4-negative subjects
n=330 or 243 ? n=69 or 51 ** n=262 or 193 3
Numbers Interaction Numbers Numbers
of Ig_G with of Ig_G of Ig_G -
negay_ve § SD p-value APOE4 nega_tlye § SD p-value nega_tl_ve B SD value
/ positive / positive / positive
subjects (p-value) subjects subjects
Hippocampal volume (% TI1V) 62/268 -0.006  0.004 0.19 0.15 14/55 -0.016  0.009 0.09 48/214 -0.002 0.005 0.71
Parahippocampal cingulum 47/196 11/40 36/157
Fractional anisotropy -0.014  0.006 0.02 0.64 -0.014 0.014 0.30 -0.012  0.006 0.05
Mean diffusivity (in 10 mm?/s) 12 6 0.04 0.65 11 12 0.36 10 6 0.09
Axial diffusivity (in 10 mm?/s) 1 9 0.89 0.73 4 19 0.83 -1 10 0.91
Radial diffusivity (in 10° mm?/s) 17 6 0.009 0.72 15 15 0.32 15 7 0.01
Parahippocampal fornix 47/196 11/40 36/157
Fractional anisotropy -0.016  0.006 0.009 0.33 -0.025 0.014 0.07 -0.013  0.007 0.06
Mean diffusivity (in 10 mm?/s) 31 11 0.005 0.62 36 19 0.07 25 13 0.006
Axial diffusivity (in 10 mm?/s) 21 13 0.11 0.98 16 24 0.50 16 15 0.28
Radial diffusivity (in 10° mm?/s) 37 12 0.002 0.49 46 22 0.04 30 13 0.03

Abbreviations: TIV total intracranial volume, SD standard deviation

1 Number of subjects included in the analysis of hippocampal volume and white matter integrity, respectively (19 and 16 subjects had missing data for APOE4 or

hypertension).

2 Adjusted for age at serology, sex, level of education, presence of at least one allele of APOE4, hypertension, diabetes and cohort

% Adjusted for age at serology, sex and cohort
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Table 4: Association between HSV status and the incidence of Alzheimer’s disease — Adjusted Cox models. 3C and AMI cohorts.

All subjects! APOE4-positive subjects? APOE4-negative subjects?
(n=1528 including 212 cases (n=271 including 54 cases (n=1274 including 161 cases
or n=1269 including 181 cases)® or n=222 including 49 cases)* or n=1062 including 135 cases)*
Interaction
with APOE4
aHR  95% ClI p-value  (p-value) aHR 95% ClI p-value aHR  95% CI p-value
Anti-HSV 1gG + (vs -) 119 0.81-1.77 0.38 0.05 272 1.07-6.91 0.04 0.92 0.60-1.42 0.72
1gG levels in terciles (in all subjects)® 0.37 0.12 0.02 0.98
1st tercile (vs negative 1gG) 0.99 0.62-1.59 0.98 170 0.57-5.05 0.34 0.89 0.53-1.49 0.66
2nd tercile (vs negative 1gG) 121 0.76-1.92 0.42 241 0.85-6.81 0.10 0.93 0.55-1.56 0.78
3rd tercile (vs negative 1gG) 1.32 0.87-2.03 0.20 3.87 1.45-10.28 0.007 0.94 0.58-1.51 0.79
1gG levels in terciles (in 1gG+ subjects)® 0.29 0.42 0.08 0.95
2nd tercile (vs 1st tercile) 122 0.81-1.84 0.35 143  0.63-3.25 0.40 1.05 0.66-1.69 0.84
3rd tercile (vs 1st tercile) 1.35 0.93-1.97 0.12 230 1.08-4.91 0.03 1.07 0.70-1.64 0.75

Abbreviations: aHR = adjusted hazard ratio, 95% CI = 95% confidence interval

! Adjusted for sex, level of education, marital status, presence of at least one allele of APOE4, hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, tobacco use and cohort.

2 Adjusted for sex, level of education and cohort.

3 Number of subjects for analysis in the whole sample or in the subsample of IgG+ subjects, respectively. Among them, 71 and 58 participants had missing data for the adjustment
variables, respectively including 54 and 43 participants with missing data for APOEA4.

* Number of subjects for analysis in the whole sample or in the subsample of IgG+ subjects, respectively.

®IgG levels in the 1st tercile were <17.7, in the 2nd tercile were >17.7 and <27.9 and in the 3rd tercile were >27.9.
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Supplementary Table 1: Characteristics of participants included in analysis on incidence of AD
according to 1gG status. 3C and AMI cohorts.

Sample for 19G - IgG +
incidence of AD  (N=272)  (N=1327)
analyses (N=1599) N (%) N (%)
N (%)
Age Mean (standard deviation) 76.7 (5.3) 76.2(5.1) 76.8(5.4)
Minimum / Maximum 65.7/96.1 66.0/96.1 65.7/92.2
Sex Male 716 (44.8) 138 (50.7) 578 (43.6)
Level of education Elementary school without diploma 361 (22.6) 33(12.1) 328 (24.7)
Short secondary school 787 (49.2) 124 (45.6) 663 (50.0)
Higher levels 451 (28.2) 115 (42.3) 336 (25.3)
Marital status® Married 934 (58.5) 182 (66.9) 752 (56.8)
Widowed 470 (29.4) 61 (22.4) 409 (30.9)
Single or divorced or separate 192 (12.0) 29 (10.7) 163 (12.3)
APOEA4! At least one allele 271 (17.5) 49 (18.8) 222 (17.3)
Hypertension®2 Presence 1266 (79.3) 209 (76.8) 1057 (79.8)
Diabetes!? Presence 199 (12.5) 32 (11.9) 167 (12.6)
Hypercholesterolemial?  Presence 933 (58.4) 158 (58.1) 775 (58.4)
Tobacco consumption®  Former or current smoker 555 (34.8) 111 (40.8) 444 (33.6)

Abbreviations: AD Alzheimer’s disease

! The number of missing data were 3 for marital status, 54 for APOE4, 3 for hypertension, 8 for diabetes, 1 for

hypercholesterolemia and 6 for tobacco consumption.

2 Hypertension was defined as taking antihypertensive treatment or having blood pressure > 140/90 mmHg (vs blood
pressure <140/90 mmHg without antihypertensive treatment). Diabetes was defined as taking anti-diabetic treatment or
having fasting blood sugar > 7 mmol/L or > 11 in case of non-fasting blood sugar (vs fasting blood sugar < 7 mmol/L or
<6.1 in case of non-fasting blood sugar and without anti-diabetic treatment). Hypercholesterolemia was defined as taking
lipid-lowering treatment or having cholesterol level > 6.2 mmol/L (vs cholesterol level <6.2 mmol/L without lipid-lowering

treatment).
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Supplementary Information

Regarding HSV serologies, we followed the threshold recommendations of the manufacturer: i) an
index value >1.10 was considered as the presence of anti-HSV IgG (or IgM), ii) an index value < 0.9
was considered as the absence of anti-HSV 1gG (or IgM), and iii) no conclusions could be drawn on
samples with an index value between 0.9 and 1.10. For the latter, if the index value remained

inconclusive after a second test, the corresponding samples were excluded from analysis (n=40).

MRI scans were performed using an ACHIEVA 3T scanner (Philips Medical System, Netherlands)
with a SENSE 8-channel head coil. Anatomical high-resolution MRI volumes were acquired in the
transverse plane using a 3D MPRAGE T1-weighted sequence with the following parameters: TR=8.2
ms, TE=3.5 ms, 7-degree flip angle, FOV 256x256 mm?, 180 slices, no gap and voxel size of 1 mm?.
Two diffusion-weighted images with opposite polarities were performed using a spin echo single shot
EPI sequence with the following parameters: TR=9700ms in 3C and 6770 ms in AMI, TE=60 ms, 90-
degree flip angle, FOV 224x224 mm?, 60 slices, no gap and voxel size of 2 mm?®. One b0 image was
acquired, and diffusion gradients were applied in 21 noncollinear directions (b-value=1000 s/mm?). To
increase the signal-to-noise ratio, the sequence was repeated in two successive runs for each polarity.

All acquisitions were aligned on the anterior commissure-posterior commissure plane (AC-PC).
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3.1.2 Résultats complémentaires

3.1.2.1 Sérologies herpétiques et déclarations de symptdmes de type herpes

Des sérologies herpétiques étaient disponibles a différents temps (mais avec des kits de
prélevements parfois différents comme expliqué dans la partie méthodes) : i) a I’inclusion dans
3C Bordeaux, ii) a 4 ans de suivi dans 3C-Bordeaux et iii) a I’inclusion dans AMI. Les résultats

descriptifs de ces sérologies sont disponibles dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Sérologies disponibles dans 3C Bordeaux et AMI

3C-Bordeaux 3C-Bordeaux AMI

Inclusion 4 ans Inclusion
n=1834 n=1258 n=690
Présence d'lgG anti-HSV 1503 (81,95%) 1020 (81,08%) 585 (84,78%)
Présence d'IgM anti-HSV 44 (2,40%) 55 (4,37%) 20 (2,90%)
dont IgG+ IgM+ 42 (2,29%) 53 (4,21%) 17 (2,46%)

La prévalence de sujets infectés était stable et concordante a celle décrite dans la littérature (90).
A I’inverse, la prévalence de sujets IgM+ était relativement faible par rapport a la proportion
de sujets chez qui on attendrait une réactivation dans les semaines précédentes. En effet, selon
I’étude de Miller (117), 70% des sujets excréteraient du virus HSV-1 au moins une fois par
mois. Ceci refléte le fait que, lors d’une réactivation, il n’y a pas systématiquement une synthése
d’IgM. Une meilleure compréhension des liens entre production d’IgM et réactivations virales

serait nécessaire pour mieux appréhender la signification de ce marqueur sérologique.

Parmi les sujets de 3C-Bordeaux, 1213 ont eu une sérologie a la fois a I’inclusion et a 4 ans de
suivi :

- 26 sujets (2,1%) sont devenus 1gG+ (reflet d’une potentielle primo-infection ou de faux
négatifs ou positifs) tandis que 15 sujets (1,2%) sont devenus 1gG- (faux negatifs ou
positifs).

- 22 sujets étaient IgM+ (1,8%) a I’inclusion versus 53 (4,4%) a 4 ans, reflétant
potentiellement une augmentation des réactivations avec 1’age ou une différence liée
aux conditions de mesure.

- 63 sujets (5,2%) étaient IgM+ a au moins un des deux temps.
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- De plus, parmi les 22 sujets IgM+ a I’inclusion, 12 sont également IgM+ a 4 ans soit
55%. Ainsi, il semble que le dosage ponctuel des IgM identifie tout de méme une partie
des sujets ayant tendance a réactiver plus fréquemment que les autres.

- Enfin, parmi les 287 sujets ayant eu 2 prélevements avec le méme kit de détection
(permettant ainsi de comparer les taux d’IgG), le taux d’IgG avait tendance a augmenter
entre les deux prélevements avec notamment 19,7% des sujets ayant un taux d’IgG
supérieur a la limite de quantification a I’inclusion versus 38,3% a 4 ans. Ces éléments
semblent en faveur des données présentées par Stowe et al. et montrant une

augmentation du taux d’IgG anti-HSV avec ’age® (129).

Les participants étaient également interrogés sur I’existence d une symptomatologie herpétique
(sans que le type de symptdmes ne soit précise) a I’inclusion dans les deux cohortes (Tableau
18). Le taux de sujets déclarant des reactivations symptomatiques est cohérent avec celui

rapporté dans la littérature.

Tableau 18 : Déclaration de symptémes herpétiques dans les cohortes 3C Bordeaux et AMI

3C-Bordeaux AMI

Inclusion Inclusion
n=1824 n=890
Déclaration de symptémes a type d'herpés 312 (17,01%) 210 (23,60%)
dont sujets IgG+ 302 (16,47%) 157 (17,64%)
Déclaration de symptdmes
au moins une fois dans la vie 153 (8,39%) 84 (9,44%)
au moins une fois par an 139 (7,62%) 103 (11,57%)
au moins une fois par mois 8 (0,44%) 13 (1,46%)

A noter que, lors de la réalisation de modeles de Cox similaires a ceux présenter dans ’article 1, le fait
de déclarer des symptomes a type d’herpes a I’inclusion n’était pas associé a un risque augmenté de
démence (HRa=0,93 [0,64-1,34], p-value=0,69 chez 820 sujets IgG+ a S2). L’interaction avec APOE4
n’était pas significative et il n’existait pas non plus d’association significative lors des analyses

stratifiées sur le statut APOE4.

32 A noter que, dans article de Stowe, cette augmentation n’était retrouvée que chez les sujets co-infectés par le
CMV.
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3.1.2.2 Facteurs associés au statut sérologique et a la déclaration de
symptémes

Les facteurs associés au statut sérologique ont été étudiés a partir des sérologies a 4 ans

dans 3C Bordeaux® et ceux associés a la déclaration de symptdmes a partir des données a

I’inclusion dans 3C Bordeaux.

Le statut 1gG+ était significativement associé¢ au fait d’étre plus agé, au sexe féminin, a un
faible niveau d’éducation, au statut marital (divorcé/séparé ou veuf), a I’obésité et de maniere

quasi-significative au fait de ne pas étre fumeur (p=0,07) (Tableau 19).

Chez les sujets infectés, le statut IgM+ était associé uniquement au sexe féminin et au fait de
ne pas avoir fumé (Tableau 20). A noter que la présence d’IgM n’était pas significativement

associée au taux d’IgG ni a la déclaration a I’inclusion de symptomes herpétiques.

Chez les sujets infectés, un taux élevé d’IgG (dans le dernier tercile) n’était associé¢ a aucune
des variables ¢étudiées (Tableau 21). A noter qu’un taux élevé d’IgG a 4 ans était néanmoins
associé (a la limite de la significativité p=0,06) au fait de déclarer des symptomes a type

d’herpés a I’inclusion.

Le fait de déclarer a P’inclusion avoir déja eu des symptomes herpétiques était associé
uniquement au fait de ne fumer (Tableau 22). A noter que, contrairement aux données publiées
dans la littérature, on ne retrouvait pas d’association avec le statut APOE4. Néanmoins, un biais
de mémorisation touchant plus particulierement les sujets APOE4 plus a risque de déclin
cognitif ne peut étre écarté et pourrait expliquer une moindre déclaration de symptémes chez

ces sujets.

33 Ceci pour différentes raisons : i) Les sérologies a 4 ans ont été préférées a celles a I’inclusion car 1) possibilité
d’étudier les taux d’IgG et 2) plus grand nombre de sujets [gM+. ii) Les analyses n’ont pas été réalisées en
combinant les deux cohortes car les variables étudiées n’étaient pas parfaitement identiques. Les sérologies 3C
ont alors été préférées car plus nombreuses.
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Tableau 19 : Facteurs associés au statut 1gG. Analyses univariées dans la cohorte Trois Cités Bordeaux a 4 ans.

Total 1gG- 1gG+
(N=1249) (N=229) (N=1020)
N (%) N (%) N (%) p-value
Age Moyenne (écart-type) 78,1 (4,9) 77,4 (4,7) 78,3(4,9) 0,01
Sexe Homme 459 (36,7) 101 (44,1) 358 (35,1) 0,01
Niveau d'études Pas de scolarité ou niveau 129 (10,4) 7(31) 122 (12,0) <0,0001
primaire non validé
Niveau primaire validé 291 (23,4) 35(15,3) 256 (25,2)
Niveau secondaire court 329 (26,4) 57 (24,9) 272 (26,7)
Niveau secondaire long 265 (21,3) 62 (27,1) 203 (20,0)
Enseignement supérieur 232 (18,6) 68 (29,7) 164 (16,1)
Situation familiale Marié(e) 625 (50,2) 140 (61,4) 485 (47,7) <0,0001
Divorcé(e) ou séparé(e) 97 (7,8) 10 (4,4) 87 (8,6)
Veuf(ve) 436 (35,0) 56 (24,6) 380 (37,4)
Célibataire 86 (6,9) 22 (9,6) 64 (6,3)
APOE4 Au moins un allele 237 (19,2) 48 (21,2) 189 (18,8) 0,39
Hypertension Oui 930 (75,1) 166 (73,1) 764 (75,5) 0,46
Diabete Oui 133 (10,7) 22 (9,7 111(10,9) 0,58
Hypercholestérolémie Oui 422 (34,2) 74 (32,9) 348 (34,5) 0,65
Indice de masse Poids normal (IMC< 25) 466 (37,9) 98 (43,2) 368 (36,7) 0,03
corporelle (kg/m?) g\ ooids (25 < IMC < 30) 551 (44,8) 102 (44,9) 449 (44,7)
Obésité (IMC> 30) 214 (17,4)  27(11,9) 187 (18,6)
Tabagisme N'a jamais fumé 809 (64,8) 134 (58,5) 675 (66,2) 0,07
Ex-fumeur 374 (30,0) 83 (36,2) 291 (28,6)
Fume actuellement 65 (5,2) 12 (5,2) 53 (5,2)
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Tableau 20 : Facteurs associés au statut IgM chez les infectés. Analyses univariées dans la cohorte Trois Cités Bordeaux a 4
ans.

Total IgM- IgM+
(N=997) (N=944) (N=53)
N (%) N (%) N (%) p-value
Age Moyenne (écart-type) 78,3(4,9 78,3(4,9 789(51) 0,38
Sexe Homme 352 (35,3) 343(36,3) 9(17,0 0,004
Niveau d'études Pas de scolarité ou niveau 120 (12,1) 115(12,2) 5(9,4) 0,50

primaire non validé

Niveau primaire validé 249 (25,0) 237 (25,2) 12 (22,6)
Niveau secondaire court 268 (26,9) 253 (26,9) 15(28,3)
Niveau secondaire long 197 (19,8) 182(19,3) 15(28,3)
Enseignement supérieur 161 (16,2) 155(16,5) 6 (11,3)

Situation familiale Marié(e) 476 (47,9) 454 (48,3) 22 (41,5) 0,18
Divorcé(e) ou séparé(e) 85 (8,6) 82 (8,7) 3(,7)
Veuf(ve) 369 (37,2) 348 (37,0) 21(39,6)
Célibataire 63 (6,3) 56 (6,0) 7 (13,2)
APOE4 Au moins un alléle 185 (18,8) 174(18,7) 11(20,8) 0,71
Hypertension Oui 747 (75,5) 707 (75,4) 40 (76,9) 0,80
Diabéte Oui 109 (11,0) 104 (11,1) 5(9,6) 0,74
Hypercholestérolémie  Oui 341 (34,6) 321(34,4) 20(37,7) 0,62
Indice de masse Poids normal (IMC < 25) 361 (36,8) 338(36,3) 23(45,1) 0,44
corporelle (kg/m?) Surpoids (25 <IMC <30) 435 (44,3) 416 (447) 19 (37,3)
Obésité (IMC> 30) 185 (18,9) 176(18,9) 9 (17,6)
Tabagisme N'a jamais fumé 657 (66,0) 612 (64,9) 45(84,9) 0,002
Ex-fumeur 287 (28,8) 282(29,9) 5(9,4)
Fume actuellement 52 (5,2) 49 (5,2) 3(5,7)
Maladie aigué ou stress Oui 209 (21,2) 198(21,2) 11(20,8) 0,94

psychologique lors des
3 derniers mois

Antécédent de Oui 42 (4,2) 41 (4,4) 1(1,9 0,72
traumatisme cranien

avec perte de

connaissance
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Tableau 21 : Facteurs associés au taux d'lgG chez les infectés. Analyses univariées dans la cohorte Trois Cités Bordeaux a 4

ans.

Total 1 tercile 2°™ tercile 3™ tercile p-
(N=1020)  (N=304) (N=265) (N=451) yalu
N (%) N (%) N (%) N (%) e
Age <=T74 ans 236 (23,2) 78(25,7) 54(20,5) 104 (23,1) 0,83
174 ans -77 ans] 221 (21,7) 66(21,7) 62(23,5 93(20,7)
]77 ans -81 ans] 254 (25,0) 74(24,3) 67(254) 113(25,1)
>81 ans 307 (30,2) 86(28,3) 81(30,7) 140(311)
Sexe Homme 358 (35,1) 105(34,5) 97(36,6) 156 (34,6) 0,84
Niveau d'études Pas de scolarité ou niveau 122 (12,0) 28(9,2) 34(12,8) 60(13,4) 0,11
primaire non valide
Niveau primaire validé 256 (25,2) 72(23,8) 61(23,00 123(27,4)
Niveau secondaire court 272 (26,7) 73 (24,1) 82(30,9) 117 (26,1)
Niveau secondaire long 203 (20,0) 74(24,4) 50(18,9 79(17,6)
Enseignement supérieur 164 (16,1) 56(18,5) 38(14,3) 70(15,6)
Situation familiale ~ Marié(e) 485 (47,7) 153 (50,3) 119 (45,2) 213 (47,4) 0,28
Divorcé(e) ou séparé(e) 87 (8,6) 29 (9,5) 18 (6,8) 40 (8,9)
Veuf(ve) 380 (37,4) 99(32,6) 107 (40,7) 174(38,8)
Célibataire 64 (6,3) 23 (7,6) 19 (7,2) 22 (4,9)
APOE4 Au moins un allele 189 (18,8) 57(19,1) 49(18,6) 83(18,6) 0,98
Hypertension Oui 764 (75,5) 226 (74,6) 204 (78,5) 334 (74,4) 043
Diabete Oui 111 (10,9) 35(11,6) 34(12,9 42(9,4) 0,32
Hypercholestérolémie Oui 348 (34,5) 106 (35,1) 93(35,4) 149(33,6) 0,86
Indice de masse Poids normal (IMC< 25) 368 (36,7) 118(39,1) 97(37,0)0 153(34,8) 0,80
corporelle (ko/m?) g\ oids (25 <IMC <30) 449 (44,7) 132 (43,7) 115(43.9) 202 (45.9)
Obésité (IMC> 30) 187 (18,6) 52(17,2) 50(19,1) 85(19,3)
Tabagisme N'a jamais fumé 675 (66,2) 191 (62,8) 183(69,3) 301(66,7) 0,11
Ex-fumeur 291 (28,6) 89(29,3) 70(26,5 132(29,3)
Fume actuellement 53 (5,2) 24 (7,9) 11 (4,2) 18 (4,0)
Maladie aigué ou Oui 214 (21,2) 63(20,9) 58(22,0) 93(20,9) 0,94
stress psychologique
('3 derniers mois)
Antécédent de Oui 42 (4,1) 13 (4,3) 14 (5,3) 15(3,3) 045

traumatisme cranien
avec perte de
connaissance
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Tableau 22 : Facteurs associés a la déclaration de symptdmes herpétiques. Analyses univariées dans la cohorte des Trois

Cités a I'inclusion.

Asympto Symptomatiq

Total matiques ues
(N=1495)  (N=1193) (N=302)
N (%) N (%) N (%) p-value

Age Moyenne (écart-type) 74,6 (5,1) 74,7 (5,1) 74,3 (4,8) 0,17
Sexe Homme 564 (37,7) 460 (38,6) 104 (34,4) 0,19
Niveau d'études Pas de scolarité ou niveau 201 (13,5) 158 (13,3) 43 (14,2) 0,15

primaire non validé

Niveau primaire validé 385 (25,8) 322 (27,0) 63 (20,9)

Niveau secondaire court 398 (26,6) 319 (26,8) 79 (26,2)

Niveau secondaire long 294 (19,7) 230 (19,3) 64 (21,2)

Enseignement supérieur 216 (14,5) 163 (13,7) 53 (17,5)
Situation familiale Marié(e) 823 (55,1) 653 (54,7) 170 (56,3) 0,30

Divorcé(e) ou séparé(e) 127 (8,5) 95 (8,0) 32 (10,6)

Veuf(ve) 454 (30,4) 373 (31,3) 81 (26,8)

Célibataire 91 (6,1) 72 (6,0) 19 (6,3)
APOE4 Au moins un alléle 285(19,2) 224 (18,9) 61(20,4) 0,55
Hypertension Oui 1179 (78,9) 939 (78,7) 240(79,5) 0,77
Diabéte Oui 218 (14,9) 176 (15,0) 42 (14,3) 0,76
Hypercholestérolémie Oui 851 (57,00 677(56,8) 174(57,6) 0,80
Indice de masse Poids normal (IMC< 25) 563 (38,4) 432(37,1) 131(43,7) 0,11
corporelle (ko/m?) g\ hoids (25 <IMC <30) 644 (44,0) 522 (44,8) 122 (40.7)

Obésité (IMC> 30) 258 (17,6) 211 (18,1) 47 (15,7)
Tabagisme N'a jamais fumé 965 (64,6) 768 (64,4) 197 (65,2) 0,003

Ex-fumeur 446 (29,9) 346 (29,0) 100 (33,1)

Fume actuellement 83 (5,6) 78 (6,5) 5(,7)
Maladie aigué ou Oui 296 (20,0) 241 (20,4) 55(18,3) 0,40
stress psychologique
(3 derniers mois)
Antécédent de Oui 72 (4,9) 59 (5,0) 13 (4,3) 0,63

traumatisme cranien
avec perte de
connaissance
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3.2 Association entre Pinfection 28 HSV-1 et accumulation de dépots amyloides
intracérébraux dans ’essai MAPT

3.2.1 Introduction

Comme detaillé précedemment (paragraphe 1.3.2.1), de nombreuses études plaident en
faveur de I’implication du peptide amyloide dans la réponse aux agressions du systéme nerveux
central et, plus particuliérement, dans la défense antimicrobienne. Concernant le virus HSV-1,
plusieurs études ont ainsi mis en évidence I’apparition de dépdts amyloides suite a 1’inoculation
du virus in vitro ou chez la souris (Tableau 8). Chez I’homme, une diminution des taux d’af} 1-
42 dans le liquide cérébro-spinal était retrouvée chez des patients atteints de différentes
infections cérébrales (dont I’encéphalite herpétique) par rapport a un groupe contrdle (215) et
une diminution des taux d’af} plasmatiques 1-40 ou 1-42 était retrouvée chez les sujets suspectés
d’avoir des réactivations plus fréquentes du virus HSV-1 (216). A contrario, aucune association
entre statut sérologique HSV et charge amyloide intracérébrale n’était retrouvée lors d’une
étude sur des échantillons de cerveaux humains post-mortem (183) et aucune étude a ce jour

n’a étudié son association a la charge amyloide intracérébrale mesurée par TEP amyloide.

Afin d’explorer plus avant le potentiel role du virus HSV-1 dans le développement de la
maladie d’ Alzheimer, nous avons ainsi tiré parti des données de TEP amyloides disponibles au
sein de I’essai clinique MAPT pour tester une potentielle association avec le statut sérologique
HSV-1. Nous avions fait I’hypothése initiale que, parmi les sujets porteurs de 1’alléle APOE4,
les sujets infectés (et principalement ceux réactivant freqguemment) auraient une quantité de
dépdts amyloides plus importante que les sujets non-infectés — reflet de la réaction immunitaire

de I’hote a I’encontre du virus.
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3.2.2 Résultats

3.2.2.1 Caractéristiques de I’échantillon

Les caractéristiques des 183 sujets disposant a la fois d’'une TEP amyloide et d’une
sérologie herpétique sont présentées dans le Tableau 23.

11 s’agissait de sujets 4gés en moyenne de 74,7 ans, non déments et non dépendants a 1’inclusion.
La majorité des participants était des femmes (60%) et une part importante présentait un haut
niveau d’études (46%). La proportion de sujets porteurs d’au moins un allele APOE4 était de
26%.

Concernant le statut sérologique, 84,7% des sujets (n=155) présentaient des IgG anti-HSV-1 et
22,4% (n=41) présentaient des IgG anti-HSV-2. Parmi eux, 18,6% (n=34) des sujets étaient co-
infectés. Seuls 3 sujets (1,6%) présentaient des IgM anti-HSV, reflet d’une possible réactivation

du virus dans les semaines précédant la prise de sang ou d’une primo-infection.

Concernant la présence de depdts amyloides intracérébraux, 42,6% (n=78) avaient un SUVr
cortical > 1,17 (équivalent & une charge amyloide compatible avec un diagnostic neuro-
pathologique de maladie d’Alzheimer). La concordance avec les résultats obtenus par
évaluation visuelle (vs semi-automatique) n’était pas parfaite car, parmi les 78 sujets avec un
SUVr cortical > 1,17, seuls 55 sujets étaient considérés comme ayant des dépots amyloides
significatifs tandis que, parmi les 105 sujets avec un SUVr cortical < 1,17, 8 étaient considérés

comme ayant des dép6ts significatifs a I’analyse visuelle.

A noter que lors de la réalisation des TEP amyloides (délai moyen depuis I’inclusion de 18
mois), les fonctions cognitives et fonctionnelles des sujets semblaient encore bien préservées

étant donné les scores au MMSE et & la CDR réalisés au plus pres de la TEP.
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Tableau 23: Caractéristiques des sujets issus de I'essai MAPT.

SUVR cortical SUVR cortical
Total <1,17 >=1,17
(N=183) N (%) (N=105) N (%) (N=78) N (%)
Age a l'inclusion (ans) Min / Max 70,0/88,0 70,0/88,0 70,0/88,0
Moyenne (std) 74,7 (4,3) 74,8 (4,1) 74,7 (4,7)
Sexe Femme 109 (59,6) 63 (60,0) 46 (59,0)
Niveau d'études* CEP ou moins 48 (26,4) 30 (28,6) 18 (23,4)
Brevet-CAP-BEP 51 (28,0) 25(23,8) 26 (33,8)
Bac ou plus 83 (45,6) 50 (47,6) 33 (42,9)
APOE4* Oui 43 (25,9) 13 (14,1) 30 (40,5)
Antécédents cardio-vasculaires] Oui 141 (77,0) 81 (77,1) 60 (76,9)
Antécédent d'accident vasculaire cérébral Oui 13(7,1) 7(6,7) 6 (7,7)
Bras de randomisation omega3/multi-domaine 50 (27,3) 37 (35,2) 13 (16,7)
omega3 43 (23,5) 23 (21,9) 20 (25,6)
multi-domaine 40 (21,9) 24 (22,9) 16 (20,5)
contrle 50 (27,3) 21 (20,0) 29 (37,2)
MMS a l'inclusion Min / Max 24,0/30,0 24,0/30,0 24,0/30,0
Moyenne (std) 28,2 (1,5) 28,4 (1,3) 28,0 (1,8)
Score CDR a l'inclusion Min / Max 0,0/05 0,0/05 0,0/05
Médiane [Q1-Q3] 0,0 [0,0-0,5] 0,0 [0,0-0,5] 0,0 [0,0-0,5]
IgG anti-HSV1 a l'inclusion Positive 155 (84,7) 90 (85,7) 65 (83,3)
IgG anti-HSV2 a l'inclusion Positive 41 (22,4) 21 (20,0) 20 (25,6)
IgM a l'inclusion Positive 3(1,6) 2(1,9) 1(1,3)
Age a la réalisation de la TEP (ans) Min/ Max 70,0/91,0 70,0/88,0 70,0/91,0
Moyenne (std) 76,2 (4,4) 76,3 (4,2) 76,2 (4,7)
Délai entre inclusion et TEP (mois) Min / Max 1,7/351 1,7/351 19/31,2
Moyenne (std) 18,3 (8,8) 18,1 (8,9) 18,5 (8,8)
SUVR cortical Min / Max 09/1,7 09/1,2 1,2/17
Moyenne (std) 1,2 (0,2) 1,1 (0,1) 1,4 (0,1)
MMS au plus proche de la TEP Min / Max 18,0/30,0 24,0/30,0 18,0/30,0
Moyenne (std) 28,2 (1,8) 28,5 (1,5) 27,9 (2,2)
Score CDR au plus proche de la TEP Min / Max 0,0/2,0 0,0/05 0,0/2,0
Médiane [Q1-Q3] 0,0[0,0-05]  0,0[0,0-0,5] 0,0 [0,0-0,5]

*]1 existait des données manquantes pour 1 sujet concernant le niveau d’éducation et 17 sujets concernant le statut APOE4 et
les sérologies 1gG anti-HSV2 et IgM anti-HSV étaient considérées comme « limites » pour 1 et 4 sujets respectivement.

1 Antécédents d’hypertension artérielle et/ou de diabéte et/ou de dyslipidémie.
Abréviations : std écart-type, min-max minimum maximum, Q1 ler quartile, Q3 3éme quartile, TEP tomographie par

émission de position permettant d’évaluer la charge amyloide intracérébrale
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3222 Association entre statut sérologigue HSV-1 et dépdts amyloides
intracérébraux

Les résultats des analyses multivariées ajustées sur 1’age a I’inclusion, le sexe et le statut

APOE4 sont présentés dans le Tableau 24.

L’étude des dépbts amyloides intracérébraux de fagon binaire « SUVr cortical < ou >
1,17 » ne permettait pas de mettre en évidence une association avec le statut serologique
HSV-1, ceci qu’il s’agisse de la présence d’IgG anti-HSV-1 ou du taux d’IgG anti-HSV-
1. A noter tout de méme qu’il existait une tendance (p-value 0,13) concernant les sujets
avec un taux d’IgG anti-HSV-1 dans le dernier tercile : ceux-ci semblaient moins
fréquemment avoir un SUVr cortical >1,17 (ORa=0,45 1C95% [0,16-1,28]), soit une
tendance inverse par rapport a lI'attendu.

De plus, I’absence de sujets 1gG- avec un SUVr cortical < 1,17 dans la catégorie
APOE4+ a empéché 1’étude d’une potentielle modulation de 1’association en fonction
du statut APOE4.

L’utilisation du SUVTr cortical de facon continue a permis de mettre en évidence 1) une
modulation de I’effet du statut sérologique sur la charge amyloide intracérébrale par le
statut APOEA4, ii) le fait que, parmi les porteurs de 1’allele APOEA4, les sujets infectés
(et particulierement ceux avec un taux d’IgG anti-HSV-1 élevé) avaient
significativement moins de dép6ts amyloides que les non-infectés, correspondant de
nouveau a une tendance inverse par rapport a l'attendu, et iii) 1’absence d’association

significative chez les sujets non porteurs de 1’allele APOEA4.

Pour les analyses non stratifiées sur le statut APOE4, des analyses de sensibilité ont également

été réalisées en ajustant sur un plus grand nombre de potentiels facteurs de confusion incluant

I’age a I’inclusion, le sexe, le niveau d’études, le statut APOE4, la présence d’antécédents

cardio-vasculaires (hypertension artérielle, diabéte, dyslipidémie) ou d’antécédent d’accident

vasculaire cérébral, le bras de randomisation et le délai entre 1’inclusion et la réalisation de la

TEP amyloide. Les résultats de ces modeéles (ainsi que ceux des analyses univariées) sont

disponibles dans le Tableau 25 et sont semblables a ceux retrouvés dans 1’analyse principale.

Pour les analyses stratifiées sur le statut APOE4, le petit nombre de sujets n’a pas permis la

réalisation d’analyses avec plus de variables d’ajustement.
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Tableau 24 : Association entre statut sérologique HSV-1 et dépdts amyloides intracérébraux. Analyses multivariées. Essai MAPT.

SUVTr cortical > 1,17 (versus <)

Analyse multivariée* (n=166)

ORa IC95%  p-value
Présence d'lgG anti-HSV-1  Négatif 1
Positif 0,55 0,21-1,46 0,23
Taux d'lgG anti-HSV-1 Négatif 1 0,48
ler tercile 0,66 0,22-2,02 0,48
2éme tercile 0,64 0,21-1,92 0,42
3eme tercile 0,45 0,16-1,28 0,13

SUVT cortical en continu

Analyse multivariée* (n=166)

Analyse multivariée* chez les
APOE4+ (n=43)

Analyse multivariée* chez les
APOE4- (n=123)

Interaction
Beta Std p-value  APOE4 Beta Std p-value Beta Std p-value

Présence d'lgG anti-HSV-1  Négatif 1 1 1

Positif -0,07 0,04 0,08 0,09 -0,19 0,09 0,03 -0,03 0,05 0,51
Taux d'lgG anti-HSV-1 Négatif 1 0,18 0,38 1 0,17 1 0,58

ler tercile -0,04 0,05 0,40 0,12 -0,16 0,10 0,12 0,003 0,05 0,96

2éme tercile -0,09 0,05 0,06 0,16 -0,22 0,10 0,04 -0,05 0,05 0,36

3éme tercile -0,08 0,07 0,07 0,10 -0,21 0,10 0,05 -0,04 0,05 0,46

* Ajustement sur I'age a l'inclusion, le sexe +/- le statut APOE4 pour les analyses non stratifiées.

Abréviations : ORa odds ratio ajusté, IC 95% intervalle de confiance a 95%, std standard deviation ou écart-type



Tableau 25 : Association entre statut sérologique HSV-1 et dépdts amyloides intracérébraux. Analyses de sensibilité. Essai MAPT.

SUVr cortical > 1,17 (versus <)

Analyse univariée (n=183)

Analyse multivariée* (n=165)

OR IC 95% p-value ORa IC 95% p-value
Présence d'lgG anti-HSV-1 Négatif 28 1 1
Positif 155 0,83 0,37-1,87 0,66 0,50 0,18-1,40 0,19
Taux d'lgG anti-HSV-1 Négatif 28 1 1 0,42
ler tercile 48 1,06 0,42-2,70 0,90 0,61 0,19-1,97 0,41
2éme tercile 45 0,92 0,36-2,38 0,87 0,59 0,18-1,94 0,38
3éme tercile 62 0,64 0,26-1,57 0,33 0,40 0,13-1,21 0,10
SUVT cortical en continu
Analyse univariée (n=183) Analyse multivariée* (n=165)
Effectifs Beta Std p-value Beta Std p-value
Présence d'lgG anti-HSV-1 Négatif 28 1 1
Positif 155 -0,04 0,04 0,31 -0,07 0,04 0,08
Taux d'lgG anti-HSV-1 Négatif 28 1 0,15 1 0,13
ler tercile 48 0,007 0,04 0,87 -0,04 0,05 0,43
2éme tercile 45 -0,06 0,04 0,17 -0,10 0,05 0,04
3éme tercile 62 -0,06 0,04 0,18 -0,08 0,04 0,08

* Ajustement sur I'age a l'inclusion, le sexe, le niveau d'études, le statut APOE4, la présence d'antécédents cardio-vasculaires ou d'antécédent d'accident
vasculaire cérébral, le bras de traitement et le délai entre I'inclusion et la TEP

Abréviations : ORa odds ratio ajusté, IC 95% intervalle de confiance a 95%, std standard deviation ou écart-type
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3.2.3 Discussion

3.2.3.1 Résultats principaux

Ces analyses ont permis de mettre en évidence i) une modulation par le génotype APOE
de I’effet de I’infection HSV-1 sur la charge amyloide intracérébrale, ii) que, parmi les porteurs
de I’allele APOE4, les sujets infectés (et particuliérement ceux ayant un taux élevé d’IgG
suspectés de réactiver plus fréquemment) ont significativement moins de dép6ts amyloides que
les non-infectés et iii) qu’aucune association significative n’est retrouvée chez les sujets non
porteurs de 1’allele APOE4.

3232 Forces et faiblesses

Cette étude bénéficie de données précieuses obtenues grace a la réalisation de TEP
amyloides et de sérologies spécifiques au virus HSV-1. A notre connaissance, il s’agit ainsi de
la premiére étude ayant investigué 1’association entre infection a HSV-1 et présence de dépots

amyloides intracérébraux mesurée par TEP amyloide.

Si les volontaires de I’essai ne sont probablement pas représentatifs de la population agée
générale (comme en témoigne notamment la fréquence importante de sujets avec un haut niveau
d’études), on peut tout de méme noter que les séroprévalences HSV-1 et HSV-2 ainsi que la
prévalence d’APOE4 sont cohérentes avec les données existant dans la littérature (67,90). De
facon équivalente, il est fréquent de retrouver une charge amyloide élevée chez des sujets agés

malgré une fonction cognitive relativement preservée (386,387).

L’évaluation semi-automatique nous a permis d’étudier a la fois la présence et la quantité de
dépdts amyloides intracérébraux. Néanmoins, comme cela a été décrit par Payoux et al. (378),
I’absence d’IRM cérébrale concomitante a la TEP amyloide, 1’utilisation du cervelet comme
région de référence (versus une zone de substance blanche au niveau du cerveau) et I’estimation
d’un SUVR cortical moyen (versus une approche par région) sont des limites de 1’étude. Celles-
ci expliquent probablement en partie la discordance retrouvée entre les évaluations visuelle et

semi-automatique (378).

Enfin, la qualit¢ du recueil de données dans 1’essai MAPT, le faible taux de données
manguantes et la disponibilité de données génétiques nous a permis de prendre en compte de
nombreux facteurs de confusion potentiels et de tester I’existence d’une interaction avec

APOE4. Néanmoins, le nombre de sujets étudiés dans les analyses stratifiées sur le statut



APOEA4 reste faible et la prévalence des sujets IgM+ nous a empéché de réaliser des analyses

Sur ce marqueur.

3233 Interprétation

Concernant I’existence d’une modulation de 1’effet d’HSV-1 sur le risque de maladie
d’Alzheimer par le statut APOE4, nos résultats semblent cohérents avec i) les résultats mis en
évidence lors de cette thése dans les cohortes 3C et AMI et ii) les résultats rapportés dans la
littérature par des études post-mortem sur échantillons de cerveaux humains, des données issues
de la cohorte suédoise Betula et des expérimentations chez la souris. Ces différents éléments
ont déja été discutés au paragraphe 1.3.4.1 et dans les articles 1 et 2 et ne seront donc pas

redéveloppés ici.

A contrario, alors que nous avions initialement fait I’hypothése que, parmi les sujets
porteurs de 1’allele APOE4, nous retrouverions une augmentation des dépots amyloides chez
les sujets infectés (et particulierement chez les sujets avec des réactivations fréquentes) par
rapport aux non-infectés, les associations retrouvées dans 1’essai MAPT vont dans le sens
contraire. Parmi les porteurs d’APOEA4, les sujets infectés ont moins de dépots amyloides que

les non-infectés et ce particulierement s’ils ont un taux d’IgG élevé.

En I’absence d’étude antérieure ayant estimé la charge amyloide intracérébrale par TEP
amyloide, seule I’étude d’Olsson et al. (183), réalisée sur des échantillons de cerveaux humains
en post-mortem, permet une comparaison. Dans cette étude, parmi les sujets infectés par HSV-
1, 32,4% (36/111) avaient des dépdts amyloides intracérébraux vs 10,5% (2/19) chez les sujets
non infectés. Néanmoins, apres ajustement sur 1’age, I’association n’était pas statistiquement
significative (OR ajusté=2.77 1C95% [0.57-13.54], p=0.21). Parmi les sujets infectés, il n’était
pas non plus mis en évidence de corrélation entre le taux d’IgG et la charge amyloide. Cette
étude était toutefois réalisée sur un faible effectif et ne prenait pas en compte 1’existence de

potentiels facteurs d’interaction.

Comment interpréter nos résultats dans ce contexte ? Etant donné qu’il semble peu plausible
que l’infection HSV-1 empéche I’accumulation de dépots amyloides et/ou facilite leur

clairance, d’autres explications doivent étre envisagées.
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Une premiere possibilité serait que nos résultats soient liés a un biais de sélection, du fait de
I’inclusion dans I’essai de participants de niveau cognitif équivalent. Ainsi, si les sujets infectés
développent une quantité plus importante de Iésions d’autres types que 1'aP3, et notamment de
Iésions tau, a niveau cognitif égal ils vont avoir moins de dépbts amyloides®. Certains éléments
de I’hypothése infectieuse pourraient conforter cette idée. D’une part, le réle antimicrobien et
de biofloculant du peptide amyloide n’est pas spécifique a HSV-1 et I’accumulation de 1ésions
amyloides pourrait relever de différents types d’agressions (infectieuses ou non) du systéme
nerveux central. Quant a elle, I’apparition de pathologie Tau pourrait potentiellement étre plus
« spécifique » d’une atteinte liée a I’infection par le virus HSV-1. L’évolution topographique
des Iésions tau — cohérente avec la propagation du virus depuis son lieu de latence ou depuis
une porte d’entrée olfactive — pourrait étre un premier argument en faveur de cette idée. De
plus, les résultats obtenus par Krut et al. (215) pourraient également aller dans ce sens. A partir
du LCS de 42 sujets controles, 21 sujets atteints d’une maladie d’ Alzheimer et 56 sujets atteints
de diverses infections du systéme nerveux central (encéphalite herpétique, méningite
bactérienne, neuroborréliose, démence associée au VIH), les auteurs ont mis en évidence une
diminution de la concentration intrathécale d’af 1-42 dans tous les groupes (a I’exception de
la neuroborréliaose) par rapport aux contréles tandis qu’une augmentation de la concentration
intrathécale de tau totale et phospho-tau par rapport aux contréles n’était retrouvée que chez les
sujets avec une encéphalite herpétique ou une maladie d’Alzheimer. A noter néanmoins que
I’apparition de 1ésions tau a également été décrite dans d’autres infections virales (270-274)
ainsi que, in vitro, dans le cas d’infections a spirochétes (275). Des dosages plasmatiques de la
protéine Tau sont actuellement en cours dans I’essai MAPT et devraient nous permettre de

tester cette hypothése avant publication.

D’autres possibilités pourraient étre 1’existence d’un biais de confusion résiduel ou une
répartition topographique différente des dépbts amyloides chez les infectés avec

potentiellement une accumulation de dépbts préférentiellement au niveau des zones

34 On pourrait ainsi faire I’hypothése que les sujets APOE4+ infectés et avec une charge amyloide intracérébrale
élevée n’aient pas été inclus dans 1’essai si cette combinaison entrainait déja une baisse importante de leurs
fonctions cognitives.
De maniére analogue, une situation similaire été décrite pour un autre facteur de risque de démence : le bas
niveau d’études. Les sujets ayant un bas niveau d’études présentent moins de dépots amyloides intracérébraux au
stade de plainte cognitive que les sujets avec un haut niveau d’études, probablement en lien avec une moindre
tolérance des Iésions (388).
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initialement touchées dans la maladie d’Alzheimer comme I’hippocampe (zone non prise en

compte dans le SUVTr cortical disponible dans 1’essai MAPT).

Au total, méme s’ils sont d’interprétation complexe et contraire a notre hypothese initiale, nos
résultats montrent une intrigante association entre le statut sérologique HSV-1 et la présence de
dép6ts amyloides intracérébraux reflétant peut-étre les conditions d’inclusion dans 1’essai
MAPT.
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3.3 Association entre la prise de traitements anti-herpétigues et la survenue d’une
démence dans I’Echantillon Généraliste des Bénéficiaires

3.3.1 Article3

En dehors de son intérét concernant la compréhension des mécanismes
physiopathologiques sous-tendant la maladie d’Alzheimer, la question d’une implication du
virus HSV-1 est surtout primordiale au regard des possibilités de prévention qu’elle permettrait.
En effet, différents traitements antiviraux efficaces contre le virus HSV-1 existent a I’heure
actuelle et, s’ils ne permettent pas de guérir I’infection, ils permettent de bloquer la réactivation
du virus durant la période de traitement. De plus, différentes études in vitro ont déja mis en
évidence que ce type de traitement permettrait de réduire I’apparition des marqueurs de la
maladie d’Alzheimer (pathologies amyloide et tau) suite a I’inoculation du virus HSV-1
(239,244,276,290). Enfin, des études utilisant les bases médico-administratives Taiwanaises
ont récemment mis en évidence que, parmi les sujets infectés par les virus HSV ou VZV, la
prise d’un traitement antiviral était associée a une réduction significative du risque de démence
(389,390) (résultats discutés dans I’article 3). Ces traitements, a la fois accessibles, peu chers
et bien tolérés, pourraient ainsi représenter un nouveau moyen de prévention. Pourtant,
I’hypothese de 1’implication du virus HSV dans la maladie d’ Alzheimer restant controversée,
seuls deux essais cliniques sont en cours a ce jour pour tester leur efficacité dans le cadre de la
maladie d’Alzheimer (NCT02997982 et NCT03282916).

Afin d’évaluer plus avant un potentiel effet protecteur d’un traitement anti-herpétique
systémique sur I’incidence de la maladie d’Alzheimer, les données de 68 291 sujets agés de
plus de 65 ans issus de I’Echantillon Généraliste des Bénéficiaires ont été analysées sur la
période 2009-2017. Ces analyses ont fait 1’objet d’un article intitulé « Anti-herpetic drugs: a

potential way to prevent Alzheimer’s disease? » soumis pour publication et disponible ci-apres.

Les principaux résultats de cet article sont les suivants :
- Parmi les participants, 9,7% avaient pris au moins une fois un anti-herpétique a action
systémique durant le suivi. Apres ajustement sur différents facteurs de confusion

potentiel, la prise d’au moins un anti-herpétique systémique au cours du suivi etait
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significativement associée a une diminution du risque de développer la maladie
d’Alzheimer (HRa= 0,85 [0,75-0,96], p=0,009) et, dans une moindre mesure concernant
la p-value, aux démences toutes causes (HRa 0,90 [0,82-0,99], p=0,03) et a la démence
vasculaire (HRa 0,80 [0,65-0,995], p=0,045).
Ces associations restaient globalement inchangées dans différentes analyses de
sensibilité prenant en compte I’existence de potentiels biais d’indication et de causalité
inverse.

- Etant donné que le pourcentage de sujets ayant une prise réguliére d’anti-herpétiques a
action systémique était tres faible (parmi ceux avec au moins une prise, le nombre
médian de délivrances par an durant le suivi était de 0,12), ’effet d’un traitement

régulier n’a pas pu étre étudié.

Au total, la prise d’au moins un anti-herpétique a action systémique était associée a une
diminution de 15% de développer la maladie d’Alzheimer. Malgré le faible pourcentage de
participants avec une prise réguliere de traitements durant le suivi, cette association pourrait
refléter un effet protecteur du traitement antiviral en particulier si I’on considére la possibilité
d’un traitement plus régulier durant la période de vie précédant I’inclusion. Ces résultats mettent
également en évidence les limites des données médico-administratives pour évaluer I’efficacité
d’un traitement régulier étant donné leur mode de prescription en pratique clinique

actuellement.
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Abstract

BACKGROUND: Considering the potential implication of herpesviruses in the development of
dementia, antiherpetic drugs (AHDs) may represent a new means of prevention.

METHODS: Using a medico-administrative database, we assessed the association between the intake
of systemic AHDs and the incidence of i) dementia, ii) Alzheimer’s disease (AD) and iii) vascular
dementia (VaD) in 68291 subjects over 65 who were followed between 2009 and 2017.

FINDINGS: 9.7% of subjects (n=6642) had at least one intake of systemic AHDs, and 8883 incident
cases of dementia were identified. Intake of at least one systemic AHD was significantly associated
with a decreased risk of AD (aHR 0.85 [0.75-0.96], p=0.009) and, to a lesser extent, with respect to p-
values, to both dementia from any cause and VaD.

CONCLUSIONS: This association may reflect a protective impact of systemic AHDs on the onset of

dementia and highlights the urgent need for clinical trials to investigate this subject.

Key words: Herpesvirus, Alzheimer’s disease, vascular dementia, prevention, antiherpetic drugs,

medico-administrative databases
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1. Introduction

Given the limited therapeutic arsenal available for a disorder as devastating as Alzheimer's disease
(AD), identification of new avenues of prevention is a public health priority. While the majority of
therapeutic trials currently focus on the evaluation of anti-amyloid or anti-tau biotherapies, another
means of prevention deserves to be explored: the antiherpetic drugs (AHDs). Indeed, the recent
discovery of the antimicrobial role of the amyloid peptide [1-4] reinforced the hypothesis implicating
infectious agents in the development of AD. Among the suspected pathogens, herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) is the most studied candidate [5], and numerous studies in vitro, in animals and in
humans provide arguments in favor of its involvement in AD. It is a neurotropic virus found in the
brains of elderly subjects, particularly in brain areas affected by AD (reviewed in [6]). After infection,
usually at a young age [7], it stays in the body in a latent state and periodically reactivates [8]. Its
reactivation leads to the accumulation of pathological hallmarks of AD in animals as demonstrated in
vitro (reviewed in [9]). The progressive immunosenescence of both adaptive immunity and microglia
may explain the accumulation of such hallmarks with aging [10,11]. Moreover, some genetic risk
factors, such as APOE4 [12-15], seem to influence the susceptibility of infected subjects to remain
healthy carriers or to develop the disease. Notably, other herpesviruses have also been suggested to
impact the onset of dementia [16-18].

With a goal of identifying a new means of prevention, studies [19-22] have demonstrated that adding
AHD:s into a cellular medium inhibits the HSV-1 induced appearance of AD markers. Moreover,
recent results from medico-administrative databases suggest a significant reduction in the risk of
dementia in subjects infected with HSV or varicella-zoster virus (VZV) and treated with AHDs [23—
26]. However, i) the plausibility of the association found with regard to the frequency of intake and ii)
potential indication or reverse causality biases have rarely been discussed. Thus, with this in mind, we
further explored whether the protective effect of systemic AHDs on the onset of dementia was

replicable using another large medico-administrative database.

2. Methods
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2.1 Data source

The “Echantillon Généraliste des Bénéficiaires” (EGB) is a 1/97th random sample of affiliates to
the French Health Insurance System (which covers approximately 98% of the population) [27,28]. It is
representative of the national population in terms of sex and age and contains in particular information
relating to: i) sociodemographic data including information of health insurance complementary
coverage for low-income people, ii) “long-term diseases” (LTDs), a group of chronic diseases for
which all medical expenses are fully reimbursed, iii) outpatient healthcare expenditures
reimbursements, iv) outpatient drug reimbursements identified by their Anatomical Therapeutic
Chemical (ATC) code and the prescriber specialty [29], v) information on hospitalizations with the
primary, related, and associate diagnoses coded according to the International Classification of

Diseases 10th revision (ICD10) and vi) dates of death.

2.2 Study design and included subjects

We constituted a cohort study of elderly subjects from the EGB datasource. The starting inclusion
date was January 1, 2009, as the dates of hospitalizations are only available from that date. In 2009,
only subjects affiliated with the primary health care insurance system (approximately 80% of the
population) were present in the EGB (n=507 251). We then excluded subjects aged under 65
(n=433 462), subjects with less than two years of anteriority in the database (n=2 134) to allow the
identification of prevalent dementias and subjects with prevalent dementia (n=3364). Finally, our
sample included 68291 subjects (Figure 1) who were followed until their exit from the primary health
care insurance system, the onset of dementia, death or the end of the study period (December 31,

2017), whichever occurred first.

2.3 Exposure to antiherpetic drugs
During follow-up, we identified all reimbursements for antivirals that were effective against HSV-
1 (whether they were usually prescribed for this indication, for cytomegalovirus (CMV) or VZV

infections). The ATC codes used to define the intake of AHDs are described in S1 Appendix and in
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Table 2 for those used by the subjects in our sample. The exposure variable was the intake of systemic
AHDs. Nonsystemic AHDs were not considered since their systemic passage is very low (making an

effect on the prevention of dementia unlikely).

For systemic AHDs, we further described the frequency of intake during follow-up, aiming to identify
subjects with chronic intake. We assumed that, for a plausible protective effect of AHDs on dementia,
the treatment would need to be taken repeatedly. Indeed, it is known that i) current AHDs are not
curative treatments; they only prevent the virus from replicating for the treatment period, ii) the French
recommended durations of treatment are less than 10 days (except in some cases with an occurrence of
> 6 herpetic recurrences per year or in some immunocompromised subjects) and iii) the frequency of
asymptomatic reactivations is high (according to Miller et al, 70% of subjects had HSV-1 shedding at

least once per month and some more than 6 times per month) [8,30].

We also described the specialty of the prescriber with the aim of partially inferring the indication for
treatment (as this information was not available in the EGB) and identified hospitalizations with
diagnoses linked to HSV, VZV or CMV infections (see S1 Appendix) to identify subjects with

potentially more severe infections.

2.4 Incidence of dementia
Subjects were defined as having i) dementia from any cause (including unspecified dementia), ii)

AD or iii) vascular dementia (VaD) if at least one of the following criteria was present (see S1

Appendix):
i) Hospitalization in medical or surgical wards with diagnoses linked to dementia from any
cause, AD or VaD.
i) A declaration of an LTD related to dementia from any cause, AD or VaD.

iii) Anti-dementia drugs (i.e., anti-cholinesterase drugs, memantine or their association)

which were considered only for the identification of dementia from any cause or AD.
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The date of dementia onset was defined as the date of hospitalization, the date of declaration of LTD

related to dementia or the date of dispensing anti-dementia drugs, whichever occurred first.

2.5 Statistical analysis
Cox proportional hazard regression models were used to estimate cause-specific adjusted hazard ratios
(aHRs) and 95% confidence intervals (95% Cls) for all types of dementia and separately for AD and
VaD. The use of systemic AHDs was considered time-dependent (a subject was considered exposed
from the first intake after inclusion). In adjusted Cox models, several variables at inclusion were
considered potential confounding factors: age, sex, being the beneficiary of a complementary health
insurance for low-income people, the presence of several comorbidities (hypertension, diabetes,
hypercholesterolemia, stroke, heart diseases), intake of anti-inflammatory drugs (that might impact
both viral reactivation and the development of dementia), number of outpatient medical consultations
the year before inclusion, and number of different medications the year before inclusion (see S1
Appendix). Finally, we verified the proportional hazards assumption by testing the existence of an

interaction with time.

Several sensitivity analyses were also performed. First, as an increased risk of death was found in
subjects treated with at least one systemic AHD (data not shown), we suspected an indication bias due
to the prescription of systemic AHDs in contexts with a high mortality rate (immunocompromised
subjects or subjects under anticancer chemotherapy). Indeed, the exclusion of immunocompromised
subjects or subjects with cancer (see S1 Appendix) made the association with death disappear (data
not shown). Thus, to avoid a potential bias if the severity of the condition of some subjects treated
with AHDs changes the probability of being identified as demented in the database, we performed a
sensitivity analysis to assess the association with dementia after exclusion of these subjects (n=15 807
including 14667 subjects with cancer and 2738 immunocompromised subjects). We also further
excluded the remaining subjects with at least one hospitalization related to herpesviruses (n=230), the
severity of which could be associated with an increased risk of dementia and for which we do not

know whether AHDs were given during hospitalization. Second, we also hypothesized that AHDs
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might be less prescribed for subjects with cognitive decline (and not yet diagnosed as demented).
Thus, to avoid reverse causality bias, for all treated subjects, we postponed the date of treatment by
one year in order to constitute a one-year lag-time. Third, as the low frequency of subjects with a
regular intake did not allow us to perform analyses with a variable distinguishing between occasional
and regular intake of AHDs, we rather excluded the few subjects with > 2 deliveries of systemic

AHDs per year of follow-up (n=169) to test their impact on the association with dementia.

All statistical tests were two-tailed, and the threshold for statistical significance was 5%. Analyses
were performed using the statistical software SAS Enterprise Guide (version 9.4 SAS Institute, NC,

USA).

3. Results

3.1 Characteristics of the included subjects

The characteristics of the included subjects are shown in Table 1. The mean age was 76 + 8 years,
and there were 41% men. The proportion of subjects with at least one intake of AHDs during follow-
up was 14.1% (n=9650), with 9.7% (n=6642) having systemic AHDs and 7.9% (n=5375) having
nonsystemic AHDs (Table 2). Among subjects with at least one systemic AHD, 88.5% received at
least one dose of valaciclovir and 16.6% at least one dose of aciclovir. Systemic AHDs were primary
prescribed by general practitioners (80.4%), while ophthalmologists, dermatologists,
hematologists/oncologists/internists, gynecologists and neurologists prescribed only 9.1%, 3.7%,
3.3%, 0.9% and 0.2% of treatments, respectively. Subjects with at least one intake of systemic AHDs
were likely to be younger, more often women, more often consumers of lipid-lowering and anti-
inflammatory drugs and to have a higher number of different treatments and medical consultations

(Table 1).
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The percentage of subjects with a regular intake was very low (Table 2). Among those with at
least one intake of systemic AHDs, the median number of deliveries during follow-up (mean time 7 +3
years, median 9 years) was equal to 1, the third quartile to 2 and the 90th percentile to 7, representing a
median number of deliveries per year of follow-up of 0.12 (interquartile range (IQR) = 0.11-0.33).
Even among those with >7 deliveries during follow-up (n=665), the median number of deliveries per

year of follow-up was limited (median 2.1, IQR = 1.2-4.1, min-max=0.8-24.1).

Notably, the number of subjects with at least one hospitalization related to herpesviruses was also
low: 0.22% of the subjects (n=151) had a hospitalization related to HSV (including 0.03% related to
herpetic meningoencephalitis (n=23)), 0.02% (n=16) to CMV infection and 0.36% (n=244) to VZV

infection.

3.2 Association between the intake of antiherpetic drugs and onset of dementia

During follow-up, 8883 subjects were identified as having incident dementia (5366 AD and 1784
VaD). The incidence rates of dementia, AD and VaD were 18.2, 11.0 and 3.7 cases per 1000 person-
years, respectively. The mean age at diagnosis of dementia was 84 + 6 years. Among the 509 subjects
treated with systemic AHDs and subsequently diagnosed with dementia, the median time interval

between the first treatment and the occurrence of dementia was 2.9 years (IQR 1.2-4.8).

After adjustment for potential confounding factors, the intake of at least one systemic AHD was
significantly associated with a decreased risk of AD (aHR 0.85 [0.75-0.96], p=0.009) and, to a lesser
extent with respect to p-values, with both dementia (aHR=0.90 [0.82-0.99], p=0.03) and VaD (aHR

0.80 [0.65-0.995], p=0.045) (Table 3).

Results of the sensitivity analyses are shown in Table 3. First, the exclusion of subjects with cancer,
immunocompromised subjects or subjects with at least one hospitalization related to herpesviruses did
not profoundly change the results. Second, after the introduction of a lag time, the associations

remained significant for dementia from any cause and AD but not for VVaD. Third, the observed
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association did not seem to be solely based on a potential protective effect of a “regular” treatment in
the few subjects with > 2 deliveries of systemic AHDS per year of follow-up because, after their

exclusion, the results were similar to those of the main analysis.

4. Discussion

4.1 Main results
Intake of at least one systemic AHD was significantly associated with a 15% reduction in the risk of
developing AD and, to a lesser extent with respect to p-values, to both all-cause dementia and VaD.

This association remained after exploring various potential biases.

4.2 Strengths and limits

The main strengths and limits of our study are inherent in the use of medico-administrative
databases. Such a data source allows analyses on a large study sample and therefore high statistical
power. It is also representative of the national population in terms of sex and age and benefits from a
relatively long follow-up with no loss to follow-up and from exhaustive data on hospitalizations, out-

hospital drug reimbursements and death recordings.

One of the limitations of our study is the inability to distinguish between individuals infected with
HSV and those who are not due to the lack of additional clinical and paraclinical information. Indeed,
AHDs are only a good marker of the treated infection and not of HSV infection in general. While a
large proportion of elderly subjects are infected with HSV-1 (approximately 80% [7]), only
approximately 20% exhibit symptomatic reactivations [31], and an even smaller proportion are treated
with AHDs. Consequently, the unexposed group includes both infected subjects and, to a lesser extent,
uninfected subjects, which could have underestimated the association identified. In addition, the lack

of information on the indication of AHDs has made it impossible to clearly distinguish between
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orofacial herpes (primarily due to HSV-1), genital herpes (primarily due to HSV-2) or other symptoms
related to CMV or VZV infections. The prescriber's specialty did not allow us to distinguish these
different indications because the majority of systemic AHDs was prescribed by general practitioners.
Finally, due to a too low proportion of subjects with regular intake of AHDs, the impact of regular

treatment could not be evaluated.

With respect to the detection of dementia, while the number of dementia cases is underestimated due
to the underdiagnosis of dementia and the lack of care for some of the demented individuals, the
incidence of dementia is not very different from that reported in the literature (18.39 cases per 1000
person-years in high-income countries for persons over 60 [32]). Finally, in the absence of more
clinical or paraclinical data, the quality of the ICD10 codes associated with hospitalizations and LTD
is probably not sufficient to allow accurate determination of the etiology of dementia, but the
combination of 3 identification criteria (i.e., treatment, LTD and hospitalization) increases the validity
of the diagnosis. Thus, in our sample, 47% of AD cases were identified using at least 2 criteria.
Analyses by dementia subtype should nevertheless be interpreted with caution. Finally, the relatively
short delay between the intake of systemic AHD and onset of dementia in our sample (median 2.9
years) prevented us from achieving a longer lag-time (which would have been better considering the

long prodromal phase of AD [33,34]).

4.3 Interpretation in light of literature
4.3.1 Previous results

Using a Taiwanese medico-administrative database, Tzeng et al [23] highlighted that among subjects
over 50 identified as being infected with HSV, subjects treated with AHDs had a lower risk of
dementia (aHR 0.092 [0.079-0.108], p< 0.001), suggesting that 90% of dementia cases among HSV-
infected patients could be prevented by AHDs. The association remained significant regardless of the
duration of treatment considered (< or > 30 days of treatment during the follow-up). The discrepancy
between Tzeng’s results and ours regarding the magnitude of the association may be partially due to

the selection of subjects. While Tzeng et al studied subjects defined as infected if they had at least
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three outpatient visits related to HSV-1 or HSV-2 infections (probably reflecting very specific
situations or more severe infections), our analyses were performed on the general population in which
not all, but the majority, are infected, even though a large part has no clinical symptoms. Three other
studies found results more consistent with ours. Additionally, in the Taiwanese database, Chen et al
[24] highlighted a reduced risk of dementia in subjects infected with VZV and treated with AHDs
(aHR = 0.55 [0.40-0.77], p < 0.0001). More recently, using a South Korean database, Bae et al [25]
highlighted that among subjects with herpes zoster, those treated with AHDs exhibited a reduced risk
of dementia (aHR=0.76 [0.65-0.90]). Finally, in a Swedish database, Lopatko-Lindman et al [26]
found that the intake of AHDs, regardless of the infectious status of the subjects, was associated with a

reduced risk of dementia (aHR=0.89 [0.86-0.92]).

4.3.2 Interpretation of our results

We highlighted a reduced risk of dementia in subjects taking at least one systemic AHD
during the follow-up period. Although a residual confounding bias cannot be ruled out, this association
remained after controlling for numerous confounding factors, including comorbidity measures and
health care use. Note that we were unable to take into account some genetic risk factors. However, as
the main genetic risk of AD, APOE4, is considered a risk factor for both cold sores and herpes zoster
[35,36] and is therefore potentially associated with more frequent use of AHDs, its absence would
have underestimated the protective association observed rather than overestimated the association.
This association also remains after exclusion of participants for whom the probability of being

identified as demented could be modified by the pathology that led to the prescription of AHDs.

Nevertheless, our results should be interpreted with caution given the low frequency of subjects
receiving regular treatment. Indeed, although it seems implausible that a single intake of systemic
AHD:s has a protective effect on AD, the association found could nevertheless reflect the impact of a
more regular intake prior to the inclusion of subjects identified as being treated during the follow-up.
An alternative hypothesis would be that the occurrence of peripheral reactivations (and their possible

subsequent treatment) is negatively correlated with the occurrence of central reactivations secondary
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to the migration of the virus into the central nervous system (and therefore to the risk of dementia).
This negative correlation between peripheral and central reactivations is supported by the fact that
some studies based on self-reported cold sores described a counterintuitive reduction in HSV
reactivations with age [37,38], while other studies based on serological parameters suggest the

opposite occurs [39,40].

4.4 Conclusions
Taking at least one systemic AHD during follow-up was significantly associated with a 15% reduced
risk of developing AD. Despite the low percentage of subjects with a regular intake during the follow-
up, this association may reflect a protective impact of systemic AHDs on the development of
dementia. It also underlines the limitations of using medico-administrative databases to assess the
efficacy of a regular intake of systemic AHDs given their current use in clinical practice (at least in
France). Thus, given the growing body of evidence supporting the implication of herpesviruses in the
onset of dementia, clinical trials with prolonged treatment with systemic AHDs are urgently needed to
evaluate these easily accessible, well-tolerated and inexpensive treatments as preventive measures
against dementia. Two phase 2 clinical trials are currently ongoing. One Swedish open pilot clinical
trial (NCT02997982) is testing the effect of 4 weeks of oral valaciclovir in 36 APOE4 carriers with
AD or with amnesic mild cognitive impairment. One American double-blind randomized trial
(NCT03282916) is comparing the effect of valaciclovir for 18 months in 65 treated participants and 65
controls, all with mild AD. Results from these first trials are eagerly awaited but will need to be

extended to an earlier stage of the disease in larger preventive clinical trials.
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444  Figure and tables

445  Figure 1: Flow chart of included subjects
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Table 1: Characteristics of the study sample according to the intake of systemic antiherpetic drugs.

"Echantillon Généraliste des Bénéficiaires". 2009-2017.

No systemic Systemic
Study sample antiherpetics antiherpetics
(N=68291) (N=61649) (N=6642)
N (%) N (%) N (%)
Age at inclusion, mean +/- standard deviation 76 +/- 8 76 +/- 8 74 +/- 6
Sex - Men 28286 (41.42) 25975 (42.13) 2311 (34.79)
Complementary health insurance for low-
income people at inclusion 883 (1.29) 799 (1.30) 84 (1.26)
Comorbidities at inclusion
Hypertension 40471 (59.26) 36400 (59.04) 4071 (61.29)
Diabetes 10584 (15.50) 9668 (15.68) 916 (13.79)
Heart disease 19753 (28.92) 17866 (28.98) 1887 (28.41)
Stroke 1294 (1.89) 1194 (1.94) 100 (1.51)
Hypercholesterolemia 25590 (37.47) 22737 (36.88) 2853 (42.95)
Intake of nonsteroidal anti-inflammatory drugs
the year before inclusion
0 43184 (63.24) 39695 (64.39) 3489 (52.53)
1a10 20246 (29.65) 17735 (28.77) 2511 (37.80)
>=10 4861 (7.12) 4219 (6.84) 642 (9.67)
Intake of systemic glucocorticoids the year
before inclusion
0 55301 (80.98) 50385 (81.73) 4916 (74.01)
1a10 12081 (17.69) 10465 (16.98) 1615 (24.31)
>=10 910 (1.33) 799 (1.30) 111 (1.67)
Intake of inhaled glucocorticoids the year
before inclusion
0 61175 (89.58) 55429 (89.91) 5746 (86.51)
1a10 5730 (8.39) 4975 (8.07) 755 (11.37)
>=10 1386 (2.03) 1245 (2.02) 141 (2.12)
Number of outpatient medical consultations the
year before inclusion, median [IQR] 2 [0-6] 2 [0-6] 4[1-8]
Number of different treatments the year before
inclusion, median [IQR] 12 [6-18] 11 [5-18] 15 [9-21]

Abbreviations: IQR interquartile range
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Table 2: Intake of antiherpetic drugs during follow-up. "Echantillon Généraliste des Bénéficiaires". 2009-2017.

Study sample

Systemic antiherpetic

_ drugs
N&G(ﬁ/zos)’l (N=6642)
N (%)

Antiherpetic drugs 9650 (14.13)

Systemic antiherpetic drugs 6642 (9.73) 6642 (100.00)
JO5ABO01 Aciclovir 1101 (1.61) 1101 (16.58)
JO5AB09 Famciclovir 26 (0.04) 26 (0.39)
JO5ABL11 Valaciclovir 5879 (8.61) 5879 (88.51)
JO5AB14 Valganciclovir 17 (0.02) 17 (0.26)
Number of deliveries during follow-up, median [IQR], p90 and p95 1[1-2], 7 and 16
Number of deliveries per year of follow-up, median [IQR], p90 and p95 0.120.11-0.33], 1 and 2.3

Nonsystemic antiherpetic drugs 5375 (7.87) 2367 (35.64)

Dermatological application 4903 (7.18) 2067 (31.12)
D06BB03 Aciclovir 4903 (7.18) 2067 (31.12)

Ophthalmological application 615 (0.90) 420 (6.32)
S01ADO2 Trifluridine 93 (0.14) 39 (0.59)
S01ADO03 Aciclovir 341 (0.50) 267 (4.02)
S01ADO09 Ganciclovir 247 (0.36) 167 (2.51)

Abbreviations: IQR interquartile range, p90 90th percentile, p95 95th percentile



454 Table 3: Association between intake of at least one systemic antiherpetic drugs and incidence of dementia - Cox models. "Echantillon Généraliste des
455  Bénéficiaires". 2009-2017.

Adjusted model*

Events aHR 95% ClI p-value
In all the subjects (n= 68291)
All dementias 8883 0.90 0.82-0.99 0.03
Alzheimer's disease 5366 0.85 0.75-0.96 0.009
Vascular dementia 1784 0.80 0.65-0.995 0.045
After exclusion of immunocompromised subjects, subjects with cancer or with an
hospitalization related to herpesviruses (n=52254)
All dementias 7044 0.84 0.75-0.94 0.002
Alzheimer's disease 4260 0.82 0.71-0.95 0.007
Vascular dementia 1433 0.77 0.60-0.99 0.04
After carrying out a lag-time of one year (n= 68291)
All dementias 8883 0.86 0.78-0.95 0.004
Alzheimer's disease 5366 0.78 0.68-0.90 0.001
Vascular dementia 1784 0.87 0.69-1.09 0.23
After exclusion of participants with > 2 deliveries of systemic AHDs per year of
follow-up (n=67904)
All dementias 8856 0.91 0.83-0.997 0.04
Alzheimer's disease 5351 0.85 0.75-0.97 0.01
Vascular dementia 1781 0.83 0.66-1.03 0.09

Abbreviations: aHR adjusted hazard ratios, 95% CI 95% confidence interval, AHD antiherpetic drug

Main analysis on white background and sensitivity analyses on grey background

*Adjustment for age at inclusion, sex, being beneficiary of a complementary health insurance for low-income people at inclusion,
hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, heart disease, stroke, intake of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, systemic or inhaled
glucocorticoids the year before inclusion, number of different medications the year before inclusion, number of outpatient medical
consultations the year before inclusion
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457 Appendices

458  S1 Appendix: Definitions of exposition, incidence of dementia and other variables

459

460  Exposition

461  The ATC codes used to identify the intake of antiherpetic drugs are as follows:

Antiherpetics with Antiherpetics for Antiherpetics for
systemic action ophthalmological use dermatological use

JO5ABO01 Aciclovir S01ADO01 Idoxuridine D06BB02 Tromantadine
JO5ABO02 Idoxuridine S01ADO02 Trifluridine D06BB03 Aciclovir
JO5ABO03 Vidarabine S01ADO03 Aciclovir D06BBO08 Ibacitabine
JO5AB06 Ganciclovir S01ADO07 Famciclovir D06BB11 Docosanol
JO5AB09 Famciclovir S01ADO09 Ganciclovir
JO5AB11 Valaciclovir
JO5AB12 Cidofovir
JO5AB13 Penciclovir
JO5AB14 Valganciclovir
JO5AB15 Brivudine
JO5ACO03 Tromantadine
JO5ADO01 Foscarnet
JO5ADO02 Fosfonet

462

463  The ICD-10 codes used to identify the occurrence of a hospitalization related to HSV, CMV or VZV

464 infections are as follows:

465 - Hospitalization related to HSV

466 o (B00) Infections with the herpes virus (herpes simplex)

467 = (B00.0) Herpetic eczema

468 = (B00.1) Vesicular dermatitis due to the herpes virus

469 = (B00.2) Gingivostomatitis and pharyngotonsillitis due to the herpes virus
470 = (B00.3) Meningitis due to the herpes virus

471 = (B00.4) Encephalitis due to the herpes virus

472 = (B00.5) Eye disorders caused by the herpes virus

473 = (B00.7) Disseminated disease caused by the herpes virus
474 = (B00.8) Other forms of infection due to the herpes virus
475 = (B00.9) Infection due to the herpes virus, unspecified
476 o (A60) Anogenital infection with the herpes virus (herpes simplex)



477 = (A60.0) Infection of the genitals and genitourinary system with the herpes

478 virus

479 = (A60.1) Infection of the cutaneous margin of the anus and rectum, by the
480 herpes virus

481 =  (A60.9) Anogenital infection with the herpes virus, unspecified
482 - Hospitalization in connection with other herpesviruses

483 o VzZVv

484 = (BO1) Chickenpox

485 = (B02) Shingles

486 o CMV

487 = (B20.2) HIV disease causing cytomegalovirus infections

488 = (B25) Cytomegalovirus disease

489 e (B25.0) Cytomegalovirus pneumonia

490 e (B25.1) Cytomegalovirus hepatitis

491 e (B25.2) Cytomegalovirus pancreatitis

492 e (B25.8) Other cytomegalovirus diseases

493 e (B25.9) Cytomegalovirus disease, unspecified

494

495



496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

Incidence of dementia

The following criteria were used for the identification of prevalent and incident dementias:

F03, G31, G32

Dementia from any cause Alzheimer’s Vascular
disease dementia
Hospitalizations with | FO, G30, FO1, FO2, F03, G31, G32 FO G30 FO1
ICD10 codes
Long-term disease LTD n° 15 “Alzheimer's disease and | LTD n° 15 LTDn° 15
related to dementia other dementias” + 1CD10 codes + I1CD10 codes
+ 1CD10 codes: FO, G30, F01, F02, FO, G30 FO1

ATC codes for anti-
dementia drugs

Anti-cholinesterase drugs NO6DA02 NO6DA03 NO6DA04

Memantine NO6DX01
Their association NO6DA52 NO6DA53

None

With ICD10 codes corresponding to:

- (F00.0) Dementia in Alzheimer's disease, early onset

- (F00.1) Dementia in Alzheimer's disease, late onset

- (F00.2) Dementia in Alzheimer's disease, atypical or mixed form

- (F00.9) Dementia in Alzheimer's disease, unspecified

- (G30 [archive]) Alzheimer's disease

- (FO1.0) Acute onset vascular dementia

- (FO1.1) Vascular dementia due to multiple infarctions

- (FO1.2) Subcortical vascular dementia

- (FO1.3) Mixed vascular dementia, cortical and subcortical

- (F01.8) Other forms of vascular dementia

- (F01.9) Vascular dementia, unspecified

- (F02.0) Dementia in Pick's disease

- (F02.1) Dementia in Creutzfeldt-Jakob disease

- (F02.2) Dementia in Huntington's disease

- (F02.3) Dementia in Parkinson's disease

- (F02.4) Dementia due to human immunodeficiency virus (HIV) disease

- (F02.8) Dementia in other diseases classified elsewhere

- (FO3) Dementia, unspecified
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519

520

521
522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

- (G31 [archive]) Other degenerative disorders of the nervous system, not elsewhere classified

- (G32 [archive]) Other degenerative disorders of the nervous system in disorders classified

elsewhere

Adjustment variables

The presence of comorbidities was defined considering either the declaration of a long-term disease

(LTD) before inclusion or the intake of medications the year before inclusion as following:

Declaration of a long-term
disease

Intake of medication with the
following ATC codes

Hypertension

LTD N°12 “Severe hypertension”

Anti-hypertensives C02 C03 C07
C08 C09

Diabetes LTD N°8 “Type 1 and type 2 Anti-diabetics A10
diabetes”
Stroke LTD N°1 “Disabling stroke”

Heart disease

LTD N°3 “Chronic arteriopathies
with ischemic manifestations”

+ LTD N°13 “Coronary disease”

+ LTD N°5 “Severe heart failure,
severe arrhythmia, severe valvular
heart disease, severe congenital heart
disease”

Antiplatelet drugs BO1AC

Hypercholesterolemia

Lipid-lowering C10AA C10B
C10AB

The ATC codes considered for the identification of taking anti-inflammatory drugs the year before

inclusion were the following: MO1A MO1B for nonsteroidal anti-inflammatory drugs, HO2AB H02B

MO1BA for systemic glucocorticoids, RO3BA RO3AL09 RO3AK06 RO3AK07 RO3AK08 RO3AK09

RO3AK10 RO3AK11 RO3AK12 R0O3AK13 for inhaled glucocorticoids. Then, categorical variables

were created to differentiate i) no intake, ii) non-regular intake or iii) regular intake defined as >10

deliveries in the year preceding inclusion.

The number of different medications (defined by their ATC codes) before inclusion and the number of

medical consultations before inclusion were defined as categorical variables using terciles (0, 1-3, 3-6,

>6 consultations and 0, 1-9, 9-15 and > 15 different medications).
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Variables used in sensitivity analyses

The following variables (identified before inclusion or during follow-up) were used to perform

sensitivity analyses:

Declaration of a long-term disease Intake of medication with
the following ATC codes

Immunocompromised | - LTD N°2 “Bone marrow failure and other | - HIV treatments: JOSAR JOSAE

subjects chronic cytopenias” with ICD10 codes JO5AF JO5AG
associated with medullar aplasia or - Immunosuppressants or
myelodysplastic syndromes immunomodulators: L03 L04

- LTD N° 7 “Severe primary immune
deficiency requiring prolonged treatment,
infection with human immunodeficiency
virus”

- LTD N°28 “Organ transplant suite”

Subjects with cancer - LTD N° 30 “Cancer”




3.3.2 Résultats complémentaires

3.3.2.1 Critéres avant permis ’identification des cas de démences

Lors de nos analyses, les sujets étaient considérés comme déments s’ils présentaient au

moins 1’un des 3 critéres suivants (Tableau 14) :

Une hospitalisation dans un service de médecine ou de chirurgie avec un diagnostic
principal, reli¢ ou associ¢ en lien avec la démence toute cause, la maladie d’ Alzheimer
ou la démence vasculaire.

Une déclaration d’ALD en lien avec la démence toute cause, la maladie d’ Alzheimer ou
la démence vasculaire.

Un remboursement d’un traitement anti-démentiel (anti-cholinestérasiques, Mémantine
ou leur association), uniquement pour 1’identification des cas de démence toute cause

ou de maladie d’Alzheimer.

Les tableaux 26 et 27 présentent les proportions de sujets identifiés pour ces 3 criteres. On

constate ainsi que :

Concernant la démence toute cause, 16,3% des déments identifiés présentaient les 3
critéres, 25,5% présentaient 2 criteres et 58,1% seulement un critére (43,0% une
hospitalisation, 10,0% une ALD et 5,1% un traitement). Ainsi, prés de la moitié des
déments identifiés avaient au moins 2 sources de données en faveur du diagnostic de
démence, gage d’une certaine qualité dans I’identification de cas. A noter qu’une part
importante des cas identifiés reposait uniqguement sur les informations issues des séjours
hospitaliers (quelle que soit la cause de 1’hospitalisation) permettant ainsi de
« récupérer » des sujets déments sans prise en charge spécifique de leurs troubles
cognitifs (traitement anti-démentiel ou ALD en rapport).

Concernant les sujets identifiés comme ayant une maladie d’Alzheimer, 18,1%
présentaient les 3 criteres, 28,9% présentaient 2 critéres et 53,0% seulement un critere
(25,9% une hospitalisation, 17,2% un traitement, 9,8% une ALD). Comme pour la
démence toute cause, pres de la moitié des sujets avaient au moins deux sources de
données permettant de les identifier comme ayant une maladie d’Alzheimer. A noter

que 17,2% des sujets étaient identifiés uniquement sur le remboursement d’un
226



traitement anti-démentiel. Le déremboursement de ce type de traitement depuis 2018 va
donc avoir un certain impact sur les futures capacités d’identification des malades dans
les bases médico-administratives.

Concernant les sujets identifiés comme ayant une déemence vasculaire, seuls 5,7%
présentaient 2 critéres et 94,3% n’avaient qu’un seul critére (77,1% une hospitalisation,
17,2% une ald). La faible proportion de sujets sous ALD spécifiquement pour une
démence vasculaire reflete probablement la tendance a ne pas déclarer plusieurs ALD
si le patient bénéficie déja d’une prise en charge a 100% des traitements nécessaires

dans le cadre d’autres ALD comme par exemple 1’hypertension sévére ou le diabéte.
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Tableau 26 : Criteres ayant permis I'identification des cas de démence dans I'Echantillon Généraliste des Bénéficiaires

Total
N= 68 291
N (%)
Démences incidentes 8883 (13,01)
ALD15 associée a une démence (toute cause) 3914 (5,73)
Hospitalisation en MCOO avec un diagnostic relié & une démence (toute cause) 6960 (10,19)
Traitement anti-démentiel 3181 (4,66)
Maladies d'Alzheimer incidentes 5366 (7,86)
ALDI15 associée a la maladie d’ Alzheimer 2382 (3,49)
Hospitalisation en MCOO avec un diagnostic relié a la maladie d’ Alzheimer 3301 (4,83)
Traitement anti-démentiel 3181 (4,66)
Démences vasculaires incidentes 1784 (2,61)
ALD15 associée a la démence vasculaire 409 (0,60)
Hospitalisation en MCOO avec un diagnostic relié & la démence vasculaire 1477 (2,16)

Tableau 27 : Criteres ayant permis I'identification des cas de démence dans I'Echantillon Généraliste des Bénéficiaires (2)

Démences toute cause ALD + ALD -
Hospitalisation + Traitement + 690
Traitement - 996 3822
Hospitalisation - Traitement + 582 457
Traitement - 884 59408
Maladie d'Alzheimer ALD + ALD -
Hospitalisation + Traitement + 667
Traitement - 268 1392
Hospitalisation - Traitement + 615 925
Traitement - 525 62925
Démence vasculaire ALD + ALD -
Hospitalisation + 102 1375
Hospitalisation - 307 66507
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3322 Autres analyses évaluant I’association entre prise de traitement
anti-herpétiqgue et incidence de la démence

Etant donné que leur passage systémique est considéré comme quasi inexistant, les
traitements anti-herpétiques a application ophtalmique ou dermatologique ont été considérés
uniquement dans le cadre d’analyses secondaires. Les résultats des modeéles de Cox, ajustés sur
les variables présentées précédemment ainsi que sur le fait de prendre un traitement anti-
herpétique systémique (variable dépendante du temps) sont présentés dans le tableau 28. Dans
I’échantillon principal, une association significative en faveur d’un effet protecteur du
traitement n’était retrouvée que pour la démence toutes causes tandis qu’aucune association
n’était retrouvée dans le cas de la maladie d’ Alzheimer ou de la démence vasculaire. Cependant,
aprés exclusion des sujets immunodéprimés, présentant un cancer ou ayant subi une
hospitalisation en lien avec une infection a Herpés virus, cette association n’était plus
significative (p-value limite a 0,06). Nous n’avons pas trouvé d’interprétation claire a ces

résultats.

Enfin, des modéles ont également été réalisés pour tester I’impact d’un traitement plus régulier.
Néanmoins, étant donné la trés faible proportion de sujets avec un traitement « régulier » et la
présence d’interactions avec le temps dans les modeles utilises, ces analyses n’ont pas été jugées
pertinentes pour publication. A titre d’exemple, parmi les 68 291 sujets de notre échantillon,
seuls 87 cas de démence (sur 8883) et 45 cas de maladie d’Alzheimer (sur 5366) étaient
retrouvés dans la catégorie de sujets ayant eu au moins 3 délivrances au cours du suivi. Les

résultats de ces modeles sont néanmoins disponibles dans le tableau 29.
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Tableau 28 : Association entre la prise d'au moins un traitement anti-herpétique non systémique et I'incidence de la démence - Modéles de Cox. Echantillon Généraliste des Bénéficiaires. 2009-
2017.

Nombre Nombre Modele ajusté*
d’événements d’évenements (aprés exclusion des sujets
immunodéprimés, avec un cancer ou une
hospitalisation en lien avec une infection

Modeéle ajusté * a Herpés virus)
(n=68 291) (n=52 257)
HRa IC 95% p-value HRa IC 95% p-value
Démence toutes causes 8883 0,89 0,81-0,99 0,03 7044 0,89 0,79-1,004 0,06
Maladie d'Alzheimer 5366 0,97 0,85-1,11 0,68 4260 0,95 0,81-1,10 0,48
Démence vasculaire 1784 0,89 0,70-1,12 0,30 1433 0,90 0,69-1,18 0,45

Abréviations: HRa hazard ratios ajustés, IC 95% intervalle de confiance a 95%

*Ajustement sur la prise d'un traitement anti-herpétique systémique (variable dépendante du temps), I'age d'inclusion, le sexe, la CMU-c,
I'nypertension, le diabete, I'nypercholestérolémie, les antécédents cardiaques ou d'accident vasculaire cérébral, la prise d'anti-
inflammatoires non stéroidiens, de glucocorticoides systémiques ou inhalés, le nombre de consultations médicales et le nombre de
traitements différents pris I'année précédent l'inclusion



Tableau 29 : Association entre la prise d’au moins 2 ou 3 délivrances d'anti-herpétiques systémiques et incidence de la démence. Modele de Cox. Echantillon généraliste des bénéficiaires. 2009-
2017.

Modeéle ajusté*
(n=68291)

Nombre
d’évenement HRa 1Ca95% p-value Interaction avec le temps

Au moins 2 délivrances d'anti-herpétiques systémiques durant le suivi

Toute démence 8883 <0,0001 <0,0001
1 délivrance durant le suivi 362 0,94 0,84-1,04 0,24 Non
> 2 délivrances durant le suivi 147 0,64 0,54-0,75 <0,0001 <0,0001

Alzheimer 5366 <0,0001 0,0005
1 délivrance durant le suivi 197 09 0,78-1,04 0,16 Non
> 2 délivrances durant le suivi 75 0,55 0,44-0,69 <0,0001 0,0001

Au moins 3 délivrances d'anti-herpétiques systémiques durant le suivi

Toute démence 8883 0,08 0,04
1-2 délivrance durant le suivi 422 0,91 0,83-1,06 0,07 Non
> 3 délivrances durant le suivi 87 0,86 0,70-1,07 0,17 0,01

Alzheimer 5366 0,03 0,07
1-2 délivrance durant le suivi 227 0,86 0,76-0,99 0,03 Non
> 3 délivrances durant le suivi 45 0,78 0,58-1,05 0,10 0,03

Abréviations: HRa hazard ratios ajustés, IC 95% intervalle de confiance a 95%

*Ajustement sur I'age d'inclusion, le sexe, la CMU-c, I'hypertension, le diabéte, I'hypercholestérolémie, les antécédents
cardiagques ou d'accident vasculaire cérébral, la prise d'anti-inflammatoires non stéroidiens, de glucocorticoides systémiques ou
inhalés, le nombre de consultations médicales et le nombre de traitements différents pris I'année précédent I'inclusion

NB : Les analyses n'ont pas été réalisées pour les démences vasculaires car seulement 26 démences vasculaires si > 2
délivrances et 13 si > 3 délivrances.
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4. Discussion globale et perspectives

4.1 Plausibilité de Phypothése infectieuse ?

4.1.1 Virus HSV-1 et maladie d’Alzheimer

Comme nous I’avons discuté dans les parties précédentes, le rationnel
physiopathologique impliquant le virus HSV-1 dans le développement de la maladie
d’Alzheimer dispose d’un faisceau d’arguments issus de disciplines variées. Néanmoins, des
lacunes sont encore a combler pour évaluer la plausibilité de cette hypothése et - peut-étre -

convaincre a la fois la communauteé scientifique et le grand public.

Nous ferons ici un état des lieux succinct des connaissances et lacunes en lien avec cette
hypothese (en y intégrant nos propres résultats) et proposerons des pistes de recherche en

rapport.

4.1.1.1 Les études in vitro et chez I’animal

Les études in vitro et chez I’animal ont apporté de nombreux arguments en faveur de

I’implication d’HSV-1 dans la maladie d’Alzheimer.

Elles ont mis en évidence la capacité d’HSV-1 a migrer au niveau du systéme nerveux central
apres une inoculation périphérique. Elles ont é¢galement montré qu’il était possible d’induire les
principales 1ésions associées a la maladie d’Alzheimer (qu’il s’agisse des pathologies
amyloides, tau, de neuroinflammation ou d’atteinte neuronale) Suite a 1’inoculation du virus in
vitro et chez I’animal. Enfin - et surtout ! - elles ont proposé une explication physiopathologique
quant a I’accumulation de peptides amyloides soulignant son potentiel role dans la protection

face aux agressions du systéme nerveux central et en particulier son role antimicrobien.

De plus, ces études - issues de différents groupes de recherches - semblent retrouver des
résultats assez cohérents (tout au moins pour un ceil d’épidémiologiste). Ainsi, méme si on ne
peut écarter un biais de publication (les études négatives sont-elles inexistantes ou non publiées

?), elles semblent étre une pierre angulaire de I’hypothése infectieuse.

A noter néanmoins i) que les études sur modéle animal restent encore trop peu nombreuses, ii)
que le role que joueraient les protéines Tau et ApoE dans I’hypothése infectieuse est encore mal

compris et iii) qu’il reste encore beaucoup a comprendre concernant les interactions entre le



virus, les neurones et le systeme immunitaire (par exemple, quels sont les effets précis de
I’immunosénescence sur I’infection latente ?, quelle est la cause exacte de la mort neuronale ?
...) pour permettre d’expliquer les différentes caractéristiques de la maladie et éventuellement

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

41.1.2 Les études sur échantillons de cerveaux post-mortem

Quant a elles, les etudes sur échantillons de cerveaux ont été pionnieres dans la réflexion
sur I’'implication du virus HSV-1 dans la maladie d’ Alzheimer. Elles ont ainsi permis d’affirmer
que le virus HSV-1 pouvait étre retrouvé dans le cerveau des sujets agés. Cependant, une

question primordiale reste en suspens : chez quelle proportion de la population agée?

En effet, comme nous I’avons vu précédemment, il existe une grande variabilité inter-étude
concernant le pourcentage de sujets chez qui I’ADN du virus HSV-1 était retrouvé au niveau
cerébral. Un premier groupe d’études retrouvait des taux de positivité élevés variant de 50 a
100%, chez les sujets atteints comme chez les contrdles, tandis qu’un deuxiéme groupe d’études
retrouvait des taux beaucoup plus faibles variant de 2 a 10% chez les sujets atteints et de 7% a
30% chez les sujets contréles. Si certaines discordances méthodologiques ont été identifiées et
pourraient fournir une explication plausible quant aux faibles proportions retrouvées par le
deuxiéme groupe d’études, de plus amples explorations - notamment par des groupes de
chercheurs différents (6 études « fortement » positives sur 8 proviennent du méme groupe de
recherche) — semblent primordiales pour évaluer la plausibilité de I’hypothése infectieuse. En
effet, des taux de positivité trop faibles rendraient peu probables 1’implication du virus (tout au

moins comme acteur majeur) dans le processus physiopathologique de la maladie d’ Alzheimer.

De nouvelles études sur échantillons de cerveaux permettraient également de tenter de répliquer
I’un des résultats « phares » de I’hypothése infectieuse : la co-localisation de ’ADN d’HSV-1
et des plaques amyloides, mise en évidence par Wozniak et al (178) grace a une technique de
PCR in situ. Et peut-étre d’étendre ces résultats aux lésions Tau ? De plus, seule une étude (183)
a pour l’instant évalué I’association entre sérologies herpétiques et présence de depots
intracérébraux amyloides et tau sur échantillons de cerveaux. Répliquer cette étude en y ajoutant

des données concernant notamment la présence d’ADN viral au niveau cérébral ainsi que le
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type de souche virale impliquée permettrait peut-étre un pas supplémentaire dans la

compréhension.

Des moyens plus innovants pourraient eégalement étre utilisés. Parmi ceux-ci, on peut citer les
études basees sur des données transcriptomiques — a I’image des données publiées par Readhead
et al (188) — ayant pour avantage de ne pas étudier un seul virus a la fois. Enfin, il existe des
techniques d’imagerie nucléaire ante-mortem permettant de detecter le virus HSV-1 lorsqu’il
est en phase de réplication (391-393). Ces techniques, développées initialement dans le cadre
de thérapies anti-cancéreuses, sont en cours d’évaluation chez 36 patients MA ou MCI inclus
dans un essai clinique suédois (NCT02997982). Ceci permettra notamment de Vérifier si le

traceur TEP utilisé passe la barriére hémato-encéphalique dans ce type de population.

Deux autres questions restent également sans réponse :

- Par quelle voie de propagation le virus parvient-t-il au niveau du systeme nerveux

central ?

L’utilisation de techniques d’imagerie pourrait-elle permettre d’apporter des arguments quant
a la voie de propagation du virus en identifiant des Iésions précoces sur certains faisceaux (ex :
voie olfactive) ? L’exploration d’autres voies de propagation (par exemple oculaire)

permettrait-elle d’expliquer des phénotypes « atypiques » de la maladie d’ Alzheimer ?
- A partir de quel age le virus est-il présent dans le systeme nerveux central ?

A I’heure actuelle, a notre connaissance, seules deux études de trés petite taille ont été réalisées
chez des sujets « jeunes ». L’une ne retrouvait pas d’ADN du virus HSV-1 dans des échantillons
de cerveaux de 9 sujets de moins de 65 ans (172) et I’autre ne retrouvait pas de synthése
intrathécale d’anticorps anti-HSV dans le LCS de 4 enfants (180). De nouvelles études
impliquant des sujets jeunes permettrait d’améliorer la compréhension de la séquence
temporelle de la maladie et notamment i) de Vvérifier que le virus migre au niveau du cerveau
avant I’apparition des Iésions de la maladie et ii) de préciser a partir de quand d’éventuelles

actions de prévention pourraient étre mises en place.
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4.1.1.3 Les études chez ’homme en ante-mortem

Enfin, les études réalisées chez I’homme en ante-mortem n’ont jusqu’a présent pas
permis de conclure de fagcon formelle a une association entre 1’infection HSV-1 et différents

marqueurs de la maladie d’ Alzheimer.

Comme nous 1’avons décrit précédemment, si une vingtaine d’études épidémiologiques ont
évalué I’association entre statut serologique HSV et déclin cognitif ou survenue d’une démence,
elles sont de qualité variable regroupant de nombreuses études cas-témoins sur petits effectifs
et ayant peu fréguemment pris en compte I’existence de facteurs de confusion autres que les
caractéristiques sociodémographiques ou [D’existence de facteurs modificateurs d’effet
(semblant pourtant essentiels pour que I’hypothése infectieuse soit plausible). Enfin, si certaines
études avaient analysé la corrélation entre statut sérologique et volume de matiere grise chez
des sujets MA, aucune étude n’avait évalué jusqu’a présent 1’association entre infection HSV-

1 et les marqueurs de la maladie en imagerie cérébrale.

A cet égard, nos travaux sur les cohortes 3C et AMI et sur I’essai MAPT présentent plusieurs
points forts : un recueil de données prospectif, un suivi relativement long pour 3C et AMI, des
données a la fois sociodémographiques, médicales et génétiques permettant un ajustement sur
les principaux facteurs de confusion possibles et 1’étude d’une possible modulation de 1’effet
du virus par le géne APOE4. Enfin, nos résultats sont les premiers ayant étudié 1’association
entre statut sérologique HSV et i) le volume hippocampique, ii) I’intégrité de la substance
blanche au niveau du cingulum et du fornix para-hippocampiques et iii) la charge amyloide

intracérébrale mesurée par TEP amyloide.

Certaines limites de nos travaux actuels mettent également en lumiére des pistes d’amélioration

pour de futures recherches :

- Malgré la mise en commun de données de deux cohortes, les analyses sur données
d’imagerie sont réalisées sur des échantillons relativement petits, en particulier pour les
analyses stratifiées sur le statut APOE4. La réplication de ce type d’analyses dans
d’autres cohortes serait souhaitable pour permettre la réalisation d’une méta-analyse.

- Bien qu’une grande attention ait été portée au diagnostic de démence dans les cohortes

3C et AMI, il s’agit de diagnostics principalement cliniques ne permettant pas
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I’utilisation des nouveaux critéres diagnostiques basés sur la détermination du statut
A/T/IN (Amyloide/Tau/Neurodégénération). L’obtention de ce type de biomarqueurs
(dans le sang, le LCS et/ou par imagerie) permettrait d’améliorer la précision du
diagnostic étiologique et également de compléter les données des rares études ayant
étudié 1’association entre ces biomarqueurs et I’infection HSV-1, en particulier pour les
données Tau.

Les sérologies herpétiques présentent également des limites, notamment pour
I’identification des sujets réactivant de maniere plus fréquente. D’une part, si les
résultats obtenus chez les patients ayant eu une sérologie a deux reprises dans 3C
semblent indiquer que le dosage ponctuel des IgM identifie des sujets ayant bien
tendance a réactiver plus fréguemment que les autres, les réactivations ne sont pas
systématiquement associées a la production d’IgM (comme en témoignent les faibles
prévalences retrouvées dans nos différents échantillons) et ceux-ci ne sont donc pas un
reflet idéal de la fréquence de réactivation des sujets. D’autre part, ’interprétation du
taux d’IgG reste complexe car pouvant refléter a la fois I’intensité de 1’infection par le
virus HSV et I’intensité de la réaction immunitaire a son encontre. Des prélevements
réguliers de salive et/ou de larmes couplés a une détection de I’ADN viral permettraient
de mieux déterminer la fréquence de réactivations (et les facteurs qui lui sont associés)
et potentiellement d’obtenir des informations sur la charge virale et la souche virale
impliquée. Enfin, les sérologies plasmatiques présentent également une autre limite :
elles n’apportent pas d’information sur la présence du virus au niveau cérébral et sur sa
capacité a s’y réactiver. L’utilisation de sérologies intrathécales pourrait en partie
répondre a cette question. De nouveaux biomarqueurs actuellement a 1’étude, les
vésicules extracellulaires d’origine neuronale (394,395), pourraient-ils permettre de
détecter la présence du virus au niveau du systéme nerveux central en ante-mortem ?
Enfin, si nos études ont permis d’étudier spécifiquement I’effet modulateur d’APOE4
(facteur identifié¢ a priori dans la littérature), elles n’ont pas pris en compte toute la
complexité des facteurs potentiellement impliqués dans la maladie et pouvant moduler
I’effet de I’infection sur le cerveau. Afin de mieux refléter 1’origine multifactorielle de
la maladie, il s’agirait de prendre en compte de tres nombreux facteurs qu’ils soient

génetiques ou environnementaux, liés aux caractéristiques intrinseques du virus (souche
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virale, charge virale) ou aux facteurs influant sur sa capacité de réactivation (génétique,
statut immunitaire, nutrition...). L’implication d’autres pathogénes (de fagon

indépendante ou combinée a celle d’HSV-1) semble également importante a explorer.

Face a ces défis, différents projets de recherche sont prévus dans la suite de cette theése.

A court terme, certaines données préexistantes ou récemment dosées seront utilisées dans les
cohortes 3C et AMI. Nous sommes par exemple en train de travailler sur un score génetique
incluant des facteurs de risque impliqués dans la maladie d’Alzheimer et I’infection HSV-1
grace aux données GWAS de la cohorte 3C. Son objectif sera d’affiner les analyses
précédemment réalisées afin de tenter d’identifier d’autres facteurs de susceptibilité génétiques
notamment chez les sujets non porteurs de 1’APOE4. Nous projetons également de tenter
d’utiliser les données des fréquentiels alimentaires disponibles a plusieurs temps dans 3C pour
tenter d’étudier certains aliments identifiés dans la littérature comme « anti-herpétiques ».
Enfin, certains marqueurs inflammatoires récemment dosés dans la cohorte 3C et des données
sur la longueur des télomeres des leucocytes (potentiel reflet de I’immunosénescence) dans la
cohorte AMI nous permettront peut-étre de mieux prendre en compte le statut immunitaire des

participants dans de futures analyses.

A noter qu’une collaboration naissante avec une équipe finlandaise (disposant de sérologies
herpétiques et de données d’incidence de la maladie d’Alzheimer) devrait également nous
permettre de répliquer les analyses précédemment publiées sur I’interaction avec APOE4 mais
également celles a venir sur le score génétique et 1’analyse de la longueur des téloméres. De
plus, dans cette méme cohorte, I’accés a des sérologies concernant le virus CMV nous
permettrait de tester I’interaction retrouvée par Lovheim et al (343) entre les virus HSV et CMV

concernant I’incidence de la maladie d’ Alzheimer.

A moyen terme, un financement ANR, obtenu par Catherine Helmer, va permettre la mise en
place d’une technologie innovante, le VirScan (396), au centre hospitalo-universitaire de
Bordeaux. Le VirScan permet la détection d’anticorps dirigés contre 206 especes virales et plus
de 1000 souches différentes. Celui-ci sera réalisé sur des échantillons sanguins d’environ 1300

participants de la cohorte 3C et 500 participants de la future cohorte B® (Biobank and Brain
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health in Bordeaux). Il nous permettra ainsi d’évaluer I’impact potentiel de différents virus ou
souches virales (y compris différentes souches d’HSV-1) sur le développement de la maladie

d’Alzheimer et également d’étudier de possibles interactions entre virus.

La mise en place de la nouvelle cohorte B® qui prévoit d'inclure, a partir de mi-2021, un
échantillon de 2000 seniors de 55 a 80 ans de la population générale, pourrait également étre
I'occasion de pallier certaines des limites évoquées ci-dessus concernant notamment la
fréquence des réactivations et la réaction immunitaire (incluant a la fois 1’étude de marqueurs
d’immunosénescence et de neuroinflammation), en enrichissant dés I'inclusion le recueil de ces
données sur des sous-échantillons de cette cohorte. De plus, certains examens d’imagerie
permettant d’étudier la neuroinflammation sont d’ores et déja prévus pour un sous-échantillon

des participants.

Enfin, nous espérons également étendre notre travail sur I’hypothése infectieuse a d’autres

pathologies....

4,1.2 Vers une vision plus globale ?

En effet, les futurs arguments concernant 1I’hypothése infectieuse pourraient-ils venir
« d’ailleurs » ? Pas de planétes éloignées... mais de pathologies apparentées (ex : démence
fronto-temporale, démence a corps de Lewy, maladie de Parkinson...) ! Une hypothése idéale
ne serait-elle pas celle capable d’intégrer dans une méme vision des pathologies présentant de
telles similarités (perte neuronale, dép6ts anormaux, début a un &ge avancé,
neuroinflammation...) ? Différents types de pathogénes pourraient-ils étre responsables de
I’existence de dépdts protéiques de différentes natures et de leur cooccurrence chez un méme
sujet ? Différentes portes d’entrée pourraient-elles expliquer la diversité des symptomatologies

retrouvées (et donc la topographie des atteintes sous-jacentes) ?

Plusieurs arguments semblent en faveur de I’implication d’agents infectieux dans d’autres

maladies neurodégénératives. Nous en citerons ici deux exemples :
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- D’autres types de dépdts protéiques impliqués dans les maladies neurodégénératives
semblent eux aussi avoir un rdle antimicrobien et antioxydant. Ainsi, les peptides
antimicrobiens et I’alpha-synucléine (protéine impliquée notamment dans la maladie de
Parkinson ou la demence a corps de Lewy) présentent de nombreuses similarités aussi
bien sur le plan structurel (397-399) que fonctionnel. Comme le peptide af, son
expression peut étre induite — in vitro comme chez I’homme - par différents types
d’infections (400-404). Des études in vitro et chez 1I’animal ont mis en évidence qu’elle
possédait un rdle antimicrobien a I’encontre de différents virus, bactéries et
champignons (401,405,406) et un role immunomodulateur (402-404,407-410). A noter
également que, de maniére intéressante, il semble que la protéine prion, PRNP, posséde
aussi de fortes similarités avec les peptides antimicrobiens (revu dans (411)).

- Différents symptdmes d’apparition précoce pourraient orienter vers une porte d’entrée
potentielle de pathogeénes. On peut notamment citer la perte d’odorat ou la constipation
dans la démence a corps de Lewy ou la maladie de Parkinson ou les symptémes urinaires

dans I’atrophie multi-systématisée (autre pathologie impliquant 1’alpha-synucléine).

Afin d’investiguer cette hypothése, une revue de littérature est en cours de rédaction sur le lien
entre infections et alpha-synucléinopathies® et nous avons déposé une demande de financement
pour permettre la réalisation du VirScan dans une cohorte de sujets atteints de démence a corps
de Lewy, la cohorte AlphaLewyMA (412).

4.2 Ow’en est-il enfin des potentielles implications thérapeutiques ?

Il n’existe actuellement pas de vaccin commercialisé contre le virus HSV-1 mais différents
essais chez I’animal ou chez I’homme sont en cours (413,414). On peut notamment noter qu’un
vaccin a 1’étude a permis de diminuer la proportion de souris chez qui I’ADN d’HSV-1 était

retrouvé au niveau du cerveau (versus souris controles) (415,416).

3 Revue de littérature réalisée dans le cadre de ma participation au DIU Diagnostic et prise en charge de la
maladie d’Alzheimer et des maladies apparentées a I’université de Lille.
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Ainsi, en attendant le développement d’un vaccin, la prévention est donc basée uniquement
sur la prise de traitements antiviraux qui, s’ils ne permettent pas d’éliminer le virus, empéchent

la réactivation de celui-ci.

Quelles seraient les risques relatifs a leur utilisation dans le cadre de la maladie d’Alzheimer ?
Le Valaciclovir est le plus étudié étant donné son profil d’efficacité et de biodisponibilité.
Celui-ci a I’avantage d’étre peu cher (ex : moins d’un euro pour un comprimé de 500 mg de
Valaciclovir) et bien toléré du fait de sa capacite a « cibler » les cellules infectées®. Des études
de pharmacovigilance ainsi que différents essais cliniques ont de plus permis de s’assurer de sa
bonne tolérance, y compris lors d’une prise prolongée (417-420). Actuellement, il n’existe pas
de contre-indication formelle a son utilisation mais des précautions doivent étre prises en cas
d’insuffisance rénale ou de risque de déshydratation. En effet, rarement, des complications a

type de neurotoxicité sont observées chez les sujets présentant une insuffisance rénale (419).

Que sait-on de leur efficacité présumée sur la maladie d’Alzheimer ?

Premierement, le Valaciclovir est capable de franchir la barriere hémato-encéphalique, y
compris chez des sujets ne présentant pas d’anomalies de cette derniére (421).

Deuxiemement, comme nous I’avons discuté précédemment, différentes études in vitro ont mis
en évidence une diminution de 1’apparition des lésions amyloides et tau induites par le virus
HSV-1 lors de [I’ajout d’un traitement antiviral (différentes molécules testées)
(238,244,276,290,422). Néanmoins, si I’inhibition de la réactivation virale semble ainsi pouvoir
limiter la propagation du virus et prévenir en partie la formation des marqueurs de la maladie
d’Alzheimer, les traitements pourraient ne pas avoir une efficacité compléte si la présence du
virus a I’état latent et/ou I’inflammation a son encontre suffisent a I’apparition des Iésions de la
maladie (423). Enfin, @ ma connaissance, aucune étude n’a été réalisée a ce jour chez 1I’animal.
Chez I’homme, plusieurs études basées sur des données medico-administratives (389,390)
(incluant nos résultats sur I’Echantillon Généraliste des Bénéficiaires) ont suggéré une
diminution du risque de démence chez les sujets traités par anti-herpétiques systémiques.

Néanmoins, si ces sources de données bénéficient d’une taille d’échantillon et d’un suivi

% Comme vu précédemment, afin d’étre efficaces, I’aciclovir et le valaciclovir ont besoin d’étre préalablement
phosphorylés par une enzyme d’origine virale retrouvée uniquement au niveau des cellules infectées.
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intéressants, elles présentent de nombreuses limites précédemment discutées dans I’article 3.
Parmi celles-ci, nous avons en particulier fait face a I’'impossibilité de tester I’'impact d’un
traitement régulier par anti-herpétiques systémiques étant donné la faible proportion de sujets
ayant plusieurs délivrances au cours du suivi. Ainsi, ce type d’études, si elles peuvent suggeérer
I’existence d’un potentiel effet protecteur des traitements, ne peuvent en aucun cas se substituer
a la réalisation d’essais cliniques.

Sur ce plan, seuls deux essais de phase 2 testent actuellement I’efficacité du Valaciclovir dans
le cadre de la maladie d’Alzheimer (pas d’autre molécule efficace sur HSV testée a ma

connaissance).

- Le premier essai clinique (NCT02997982, réalisé en Suéde et dont le recrutement est
terminé) est un essai en ouvert non contrélé qui va évaluer ’effet de 4 semaines de
traitement oral par Valaciclovir (500 mg 3 fois par jour la premiére semaine puis 1000
mg 3 fois par jour) chez 36 sujets APOE4+ de 65 ans et plus présentant une maladie
d’Alzheimer ou un MCI amnésique et infectés par HSV-1 ou HSV-2. Le diagnostic de
la maladie d’ Alzheimer devait ici étre supporté par des critéres cliniques associés a au
moins 1’un des critéres paracliniques suivants : perfusion ou métabolisme diminué au
niveau temporal de facon bilatérale, atrophie hippocampique ou présence de marqueurs
intrathécaux de la MA. Dans cet essal, il est prévu de monitorer 1’évolution de différents
marqueurs au niveau du liquide cérébro-spinal (T-Tau, P-Tau, ap 1-42, neurofilament a
chaine légere), du score au MMSE et de tester la possibilité d’utiliser un nouveau
marqueur TEP pour détecter la réactivation virale au niveau du systéme nerveux central
en ante-mortem.

- Un deuxieme essai clinique (424) (NCT03282916 — en cours de recrutement aux Etats-
Unis) - cette fois randomisé, controlé et en double aveugle - va permettre d’évaluer
I’effet d’un traitement oral de Valaciclovir (dose variant entre 2 et 4 grammes par jour)
sur 18 mois chez 65 sujets traités et 65 contrdles présentant une maladie d’Alzheimer
au stade modéré et infectés par HSV-1 ou HSV-2 (age minimum de 18 ans et pas de
criteres génétiques dans cet essai). Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer était ici
basé sur des criteres cliniques et le dosage de biomarqueurs n’était pas
systématiquement réalisé pour I’inclusion dans 1’étude. Dans cet essai, il est prévu

d’évaluer principalement 1’évolution des patients sur le plan cognitif et fonctionnel (via
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les échelles ADAS-COG, ADCS-ADL) et I’évolution des dépots intracérébraux
mesurés par TEP amyloide et tau.

Bien sdr, les résultats de ces deux essais cliniques sont trés attendus par les personnes
intéressées par 1’hypothése infectieuse. D’autant plus que certains résultats dans une autre
population de patients semble montrer des résultats intéressants (425): chez 24 patients
schizophrenes infectés par HSV-1, un essai contr6lé randomisé en double aveugle a mis en
évidence qu’un traitement oral par Valaciclovir (1,5 gramme 2 fois par jour pendant 18
semaines) améliorait les performances cognitives des sujets traités (la sévérité des troubles

psychotiques n’était, elle, pas améliorée).

Sachant cela, faut-il attendre les premiers resultats de ces essais pour en implémenter de
nouveaux ? Ne serait-ce pas important d’étudier I’effet du Valaciclovir a un stade plus précoce
de la maladie avant d’atteindre un certain niveau de dépots et/ou d’activation du systéme
immunitaire ? Et en combinant les avantages des essais existants : d’un c6té, une identification
des malades a partir de critéres a la fois clinique et paraclinique et la prise en compte de certains
facteurs de susceptibilité génétique (ici APOE4) puis d’un autre coté, la réalisation d’un essai

randomisé contrdlé en double aveugle sur une plus longue durée ? La question reste ouverte. ..

A noter que, plus globalement, d’autres types de traitement influant notamment sur
I’inflammation ou I’immunosénescence sont envisagés (426). On peut par exemple citer le cas
des anti-inflammatoires non stéroidiens dont I’effet protecteur, suggéré par certaines études
observationnelles (427), ne semble pas avoir été retrouvé dans les essais cliniques sur le sujet
(428,429). D’autres ont suggéré un effet protecteur de perfusions intraveineuses
d’immunoglobulines (discuté dans (430,431)). De plus, dans I’optique d’une origine poly-
microbienne, une combinaison de différents traitements anti-infectieux a également été

proposeée (426).

Enfin, la primo-infection par le virus HSV-1 ayant lieu t6t dans la vie, des recommandations
nutritionnelles pourraient également voir le jour pour limiter la réactivation du virus des la

contamination et sur le tres long terme. Pour autant, si certains nutriments et aliments possédant
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une activité anti-herpétique semblent avoir un effet protecteur sur la survenue de la maladie
d’Alzheimer (discutés dans la partie 1.3.4.3), leur efficacité en relation avec I’infection HSV a
rarement été évaluée. Seul Wozniak et al (432) ont mis en évidence que divers extraits d’algues
brunes réduisaient 1’accumulation de 1ésions amyloides et tau induites apres inoculation

d’HSV-1 in vitro et aucune étude chez 1’animal ou chez ’homme n’existe 4 ma connaissance.

Au total, ces différentes perspectives risquent de nous confronter a une partie des grands défis

de la recherche actuelle :

- Des défis logistiques et méthodologiques inhérents a la production et la prise en compte
d’une grande quantit¢ de données.

- Des défis en termes de collaboration également. Dans un contexte de surspécialisation
et devant la complexité des domaines de recherche impliqués (neurologie,
immunologie, virologie, radiologie, anatomopathologie, génétique...), la collaboration
entre experts semble indispensable pour permettre une compréhension fine des
mécanismes en jeu, 1’identification des lacunes restant a combler et 1’émergence de
questions et de méthodes de recherche pertinentes.

- Enfin, concernant plus particulierement I’hypothése infectieuse, un autre défi sera
d’arriver a convaincre de I’intérét de tester plus avant I’implication des agents infectieux
dans les maladies neurodégénératives face a la dominance actuelle de I’hypothése de la
« cascade amyloide » et de proposer un possible changement de prisme concernant

I’interprétation de certains résultats (par exemple le réle uniquement toxique d’ap).

A nous de les relever !
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Annexes
Annexe 1 : Mini-Mental State Examination

1) Quel jour de la semaine sommes-nous ?
2) Quelle est la date aujourd’hui ?

3) En quel mois sommes-nous ?

4) En quelle saison sommes-nous ?

5) En quelle année sommes-nous ?

6) Ou sommes-nous ici ? (Quel hopital, quelle maison de retraite, rue, lieu-dit ...)

7) A quel étage sommes-nous ?

8) Dans quelle ville sommes-nous ?

9) Dans quel département sommes-nous ?
10) Dans quel pays sommes-nous ?

L’examinateur doit prononcer les mots suivants au rythme d’un par seconde. En cas de difficultés,

recommencer jusqu’a 5 fois

Répétez les mots suivants : citron, clé, ballon
11) ler mot cité

12) 2nd mot cité

13) 3éme mot cité

Soustraire 7 de 100 ainsi de suite.

14) 93
15) 86
16) 79
17) 72
18) 65

Vous souvenez-vous des trois mots que vous avez répétés tout a 1’heure ?
19) ler mot cité

20) 2nd mot cité

21) 3éme mot cité

22) Qu’est-ce-que c’est que cela (montrer un crayon)

23) Qu’est-ce-que c’est que cela (montrer la montre)

24) Répétez : pas de si ni de mais

Faire exécuter au sujet les trois ordres successifs

25) Prenez cette feuille de papier,

26) pliez-la par le milieu, et

27) posez-la par terre.

28) Lisez ce qui est écrit et faites I’action : fermez les yeux
29) Ecrivez une phrase de votre choix sur cette feuille

30) Copiez ce dessin sur cette feuille

Score total sur 30 : )
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Annexe 2 : Echelles ADL — IADL

Echelle ADL

1. Hygiéne Corporelle
Autonomie 1

Aide Partielle 0.5
Dépendant 0

2. Habillage
Autonomie pour le choix des vétements et de I’habillage 1

Autonomie pour le choix des vétements et de 1’habillage, mais besoin d’aide pour se chausser 0.5

Dépendant 0

3. Toilettes

Autonomie pour aller aux toilettes, se déshabiller et se rhabiller ensuite 1
Doit étre accompagné ou a besoin d’aide pour s’habiller ou se déshabiller 0.5
Ne peut aller aux toilettes seul O

4. Locomotion
Autonomie 1

A besoin d’aide 0.5
Grabataire 0

5. Continence

Continent 1

Incontinence occasionnelle 0.5
Incontinent 0

6. Repas

Mange seul 1

Aide pour couper la viande, peler les fruits 0.5
Dépendant 0

Echelle IADL

1. Aptitude a utiliser le téléphone

Se sert normalement du téléphone 1

Compose quelques numéros trés connus 2

Répond au téléphone mais ne l'utilise pas spontanément 3
N'utilise pas du tout le téléphone spontanément 4
Incapable d'utiliser le téléphone 5

2. Courses

Fait les courses 1

Fait quelques courses normalement (nombre limité d'achats, trois au moins) 2
Doit étre accompagné(e) pour faire ses courses 3

Completement incapable de faire ses courses 4

3. Préparation des aliments

Non applicable, n'a jamais préparé de repas 0

Prévoit, prépare et sert normalement les repas 1

Prépare normalement les repas si les ingrédients lui sont fournis 2
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Réchauffe ou sert des repas qui sont préparés, ou prépare de fagon inadéquate les repas 3
Il est nécessaire de lui préparer les repas et de les lui servir 4

4. Entretien Ménager

Non applicable, n'a jamais eu d'activités ménageres 0

Entretient sa maison seul(e) ou avec une aide occasionnelle 1

Effectue quelques taches quotidiennes légeres telles que faire les lits, laver la vaisselle 2
Effectue quelques taches quotidiennes, mais ne peut maintenir un état de propreté normal 3
A besoin d'aide pour tous les travaux d'entretien ménager 4

Est incapable de participer a quelque tdche ménagére que ce soit 5

5. Blanchisserie

Non applicable, n'a jamais effectué de blanchisserie 0
Effectue totalement sa blanchisserie personnelle 1
Lave des petits articles (chaussettes, bas) 2

Toute la blanchisserie doit étre faite par d'autres

6. Moyens de transport

Utilise les moyens de transports de fagon indépendante ou conduit sa propre voiture 1
Organise ses déplacements en taxi ou n'utilise aucun moyen de transport public 2
Utilise les transports publics avec l'aide de quelqu'un 3

Déplacement limité en taxi ou en voiture avec I’aide de quelqu’un 4

7. Responsabilité a I’égard de son traitement

Est responsable de la prise de ses médicaments (doses et rythmes corrects) 1

Est responsable de la prise de ses medicaments si les doses ont été préparées a I’avance 2
Est incapable de prendre seul ses médicaments méme si ceux-ci ont été préparés a I’avance 3

8. Aptitude a2 manipuler I’argent

Non applicable, n'a jamais manipulé d’argent 0

Gere ses finances de fagon autonome 1

Se debrouille pour les achats quotidiens, mais a besoin d’aide pour les opérations a la banque et les
achats importants 2

Incapable de manipuler I’argent 3
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Annexe 3 : Echelle CDR

MEMOIRE

0 = Normal — Aucun trouble de la mémaoire ou Iégers oublis non significatifs

0.5 = Déficit tres léger— Oublis discrets mais significatifs et fréquents ; souvenir partiel des
événements ; « oubli bénin »

1 = Déficit léger — Perte de mémoire modérée ; plus marquée pour les événements récents ; le déficit
retentit sur les activités de la vie quotidienne

2 = Deficit modeéré — Perte de mémoire séveére ; seul le matériel sur appris est retenu ; tout nouveau
matériel est rapidement oublié

3 = Déficit sévére — Perte de mémoire sévére ; seuls persistent des fragments de souvenirs

ORIENTATION

0 = Normal — Parfaitement orienté

0.5 = Déficit trés Iéger — Bien orienté en dehors de légeres difficultés pour les relations temporelles

1 = Déficit léger — Difficultés modérées pour les relations temporelles ; orienté dans 1’espace lors de
I’examen ; possibilité¢ de désorientation spatiale par ailleurs

2 = Déficit modéré — Difficulté sévere pour les relations temporelles ; habituellement désorienté dans
le temps ; souvent désorienté dans I’espace

3 = Déficit sévére — Seule I’orientation interpersonnelle persiste

JUGEMENT ET RESOLUTION DES PROBLEMES

0 = Normal — Résout correctement les problémes de la vie quotidienne, les questions commerciales ou
financieres ; le jugement est correct par rapport au niveau antérieur

0.5 = Déficit trés léger — Altération légére de la capacité a résoudre les problémes, a établir des
similitudes ou des différences

1 = Déficit léger — Difficulté modérée dans la résolution de problémes, 1’établissement de similitudes
et différences ; le jugement social est habituellement préservé

2 = Déficit modéré — Difficulté sévére dans la résolution de problémes, 1’établissement de similitudes
et différences ; le jugement social est habituellement altéré

3 = Déficit sévere — Incapable d’exercer un jugement ou de résoudre des problemes

ACTIVITES HORS DU DOMICILE

0 = Normal — Fonctionnement autonome, au niveau habituel, au travail, lors des courses, dans les
activités bénévoles ou les relations sociales

0.5 = Déficit trés léger — Altération Iégére de ces activités

1 = Déficit léger — Incapable de fonctionner de maniére autonome dans ces activités bien que certaines
d’entre elles soient encore pratiquées ; semble normal pour un observateur non averti

2 = Déficit modéré — Incapable d’un fonctionnement indépendant hors du domicile. Semble
suffisamment en bonne santé pour étre accompagné dans des activités hors du domicile

3 = Déficit sévere — Incapable d’un fonctionnement indépendant hors du domicile. Parait trop malade
pour étre accompagné dans des activités hors du domicile familial
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ACTIVITES DOMESTIQUES ET LOISIRS

0 = Normal — La vie domestique, les loisirs, les centres d’intérét intellectuels sont bien préservés

0.5 = Déficit tres 1éger — La vie domestique, les loisirs, les centres d’intérét intellectuels sont
Iégérement altérés

1 = Déficit léger — Difficultés modérées mais réelles pour les activités domestiques ; les activités les
plus difficiles sont abandonnées ; les loisirs et les centres d’intérét les plus complexes sont abandonnés
2 = Déficit modéré — Les taches ménagéres simples sont seules préservées ; centres d’intérét réduits et
peu pratiqués

3 = Déficit sévére — Aucune activité significative au domicile

SOINS PERSONNELS

0 = Normal — Indépendance totale pour les soins personnels

1 = Déficit léger — Doit étre stimulé

2 = Déficit modéré — Nécessite une assistance pour 1’habillage, I’hygiéne, le soin des effets personnels
3 = Déficit sévére — Nécessite une aide importante pour les soins personnels ; incontinence fréguente
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